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度亀
アルカロイドは ､ 天然に存在する含窒素二 次代謝産物の総称であり､ 約30 %の植
物種より見出されている｡ 現在までに約12000種類のアルカロイドが単離されており､
その 殆どはフェ ニ ルアラニ ン ､ テロシン､ トリプトファン ､ オルニ テン､ リジン等のアミノ
酸を前馬区体として生合成される【1】｡ アルカロイドは自然界における自己防衛の ため
の 生体防御物質として作用するものと考えられているが､ その役割が不明なものも
多い o また､ アルカロイドは動物種に対して多様な薬理作用を有し(Tab一e 1)､ 今日の
医療を支えて いく上で必要 不可欠な医薬品 ･ 医薬品原料物質で あることから､ 我々
人類にとっ て重要 な天然資源である｡
キノリチジンアルカロイド(ルピン系アルカロイド)は ､ 分 子内 にキノ1+ チジン環を有
する 一 群の 植物アルカロイドであり､ マメ科植物､ 特に ､ ソラマメ亜科植物に豊富に
含有されて いる【2]｡ キノリチジンアルカロイドに関する研究は 1 8 90 年代の 長井長轟
らによるマトリンの単離に端を発する｡ 代表的なもの として ､ 生薬｢苦参+は主たる薬
効成分としてこの マトリンを含有して いる｡ キノリチジンアルカロイドは構造的に関連
したものを含めると約 200種頼のもの が知られており､ 鎮痛作用や血糖降下作用等､
動物に対する多様な薬理作用を有することが知られている(Table 1)o 更に､ キノ1J チ
ジンア ルカロイドは昆虫や線虫に対する忌避作用や ､ 他の植物の発芽を抑制するア
レロ パシ ー 作用を有することも知られて いる[8]｡ また､ 同アルカロイド生合成の初期
代謝産物であるカグベリンは生理活性物質ポリアミンの 一 種である. ポリアミンは､
原核生物から動物 ･植物まで幅広い生物種に存在しており､ 細胞の増殖 ･分 化に関
与することが知られている【9]【1 0】｡
これ まで にキノリチジンアルカロイドにつ いて ､ 各種新規アルカロイドの単離､ 構造
解析､ そして ､ 合成等の 天然物有機化学的研究 ､ トレ ー サ ー 実験による生合成研究 ､
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Inhibitio nofa c etylcho=nesterase【3]
1nhibitio n ofede m a[3]
(-)- Multiflo rin e,(＋N- Methylcytisin e,
(＋)- Epi[upinin eN- o xide, Lupa nin e,
1 3α - Hydro xylupa nine, 1 7- o xo
-Lupa nin e,
2一 丁hio n o spa｢teine
(＋)- Matrin e,(＋)-Al]o m atrin e
Cytisin ede riv ativ e s, Epiquinamide
Quin oJizidin e(＋1- epト2071
(-)-An agyrine･(E)-(4-Hydroチycinna moyI)Epilupinin e
(E)-(4- Hydro xy-3- Metho xycln nam Oyl)Epilupinin e,
(＋)- Am m m ode ndrin e
(-)-Cytisin e,(＋N- Methylcytisin e,
(＋)- Epilupinine N- oxide, 1 7-Oxospa rtein e
Inhibitio nofn aturaL ki”e r c ellgro wth[3] (-)-spa rteine
Inhibition ofβ-glu c ur o nida s e[3] (＋)-Lupa nin e,(E)-(4- Hydr o xycin n a m oy[)Epilupinin e
Lu inin et
c5??:
o”
i ⊂｢｢?
L-LysJ n e
C O2 cada v e rin e
H亨H20 H
α (-)-Lupinin e
Spa rtein e/LuDa nineI
H 7
N
9
0 (7 S, 9 S)
(＋)-Lupa nin e
Matrin ¢I
0
N
N
H
ヽこミ
N
'
･
,//
9
7
N H
o (7R, 9 R)
(-)-Cytisjn e
(＋)- Matrin e
Figu r e1, Str u ctu re a nd bio synthetjc pathw ay of thr e e･type sofa)ka[oids
T he C1 5 u nitsde riv ed fr o m c ad v e rin e a reindic ated bybold･
- 4 -
また ､ 組織培養系を用いたアルカロイド生産に関する研究等が行われてきた[2】【3】
【11】｡ キノリチジンアルカロイドは､ その生合成経路における炭素骨格の形成過程か
ら3つ のグル ー プに介けられる(Fig. 1)o 第 一 のタイプは､ ニ 環性の ルピニ ン ､ および､
その 7位ジアステレオマ - の エ ビルピニ ンに代表される群である｡ 第二 は､ 四環性の
スバ ルティン/ル パ ニ ン型アルカロイドで ある｡ 三 環性のシチシンも生合成的にはス
バ ルティン/ル パ ニ ン型四環性アルカロイド由来であると考えられているの でこの群
に分頼される｡ 第三 のタイプは ､ マトリン型の 四環性アルカロイドである｡ これらアル
カロイドは全て L])ジンを前馬区体として ､ その脱炭酸反応により生成するジアミンで
あるカダベリンを経て生合成されるものと考えられる｡ このリジンの脱炭酸反応はリ
ジン脱炭酸酵素(Lysine dec a rbo xylas e, L D C)により触媒される｡ この 反応により
生成したカダベリンが 3 分子 ､ あるい は ､ 2 分 子環化することにより､ キノリチジンア
ルカロイドの基本炭素骨格が形成される｡ カダベリンの環化反応は ､ そのアミノ基の
一 方がア ルデヒドへ と酸化された後に進行するもの と考えられ ているo この ようにし
て de no v o合成され たキノリチジン環は ､ 水酸化等の修飾を受けた後､ 最終的には
エ ステル型ア ルカロイドとして植物細胞内に貯蔵されるもの と考えられている｡ その
例として ､ Fig. 2 にマメ科 Lupin u s属植物の産生するエ ステル型アルカロイドの生合
成経路を示す. エステル型キノリチジンアルカロイドは ､ マメ科 LupI
'
nu s､ Cytisu s､
Pe r a s o nia ､ Calpu mia､ Genista､ そして ､ Rothia 属といっ た植物様に広く分布して
おり､ 各植物種におけるキノリチジンアルカロイドの蓄積パタ ー ンを決定している【2].
この エ ステルの タイプとして は､ チグロイル ､ p-クマロイル ､ フェル ロイル ､ ベンゾイル ､
そして ､ アセチル型 のもの が主に見出され ている｡ この アルカロイドの アシル化は､
アルカロイド生合成に特異的な種々 のアシル転移酵素により触媒される｡
近年の成果として は､ エステル型 キノリチジンアルカロイド生合成に関わる酵素の
単離､ および ､ その諸性質の解明が行われた【1 2] [13]. 更に､ LupJ
'
n u s属植物に は
古典的育種を経 て遺伝的に固定された栽培変種で ､ ア ルカロイド含量 の 多い
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Sw e et
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品種が存在し､ これらの種内成介変異に関する
生化学的解析が行われた【14】. また ､ Lupin us 属植物の遺伝的な系統関係とアルカ
ロイド含有パ タ ー ンとの 関係につ い て制限酵素断片長多型(Re striction Fragm e nt
Length Po]ym orphis m, R FLP)による分 子進化遺伝学的解析が行われ ､ ゲノム
D N Aレベ ルにおい て各種がよく相関していることが示された【1 5】｡
一 方で ､ 詳細な生合成反応の メカニ ズム や制御の解明は最終的には単離酵素や
クロ ー ン化した遺伝子を用い た研究 によらねばならない ｡ しかし､ 特 に二 次代謝系の
酵素の場合､ この ことは必ずしも容易で はない ｡ その 理由として ､ 反応の 基質は 一
般的でないもの が多いため活性アツセイ系の確立に相当の 労力を要するの に加え､
一 般 に ､ ニ 次代謝系の酵素は非常に活性が低く､ 酵素遺伝子の発現量も少ないた
め に精製が困難を極める､ ということが挙げられる｡ 現在までにキノリチジンアルカロ
イドの 生合成に関わる酵素の中で完全精製されたもの は ､ 最終代謝産物で あるエス
テル型 アルカロイドの 生合成段階を触媒するアシル転移酵素の み であっ た【12】｡ 更
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Figu r e3, Lupin u spla nts pr odu cing qu l n OIizidin e alkaloid
に ､ キノリチジンア ルカロイド生合成の各段階を触媒する酵素をコ ー ドする遺伝子は､
本研究 以前には 一 つとして単離され ていなか っ た｡
この ような背景をもとに ､ キノリチジンアルカロイド生合成反応の メカニ ズムや制御
の 分子生物学的 ･生化学 的解明を目指して本研究を行っ た｡ 本研究の 最大 の 目的
は ､ キノリチジンア ルカロイド生合成に関わる遺伝子の単敵､ およぴ ､ 機能解析であ
るo これ によっ て ､ 単離遺伝子由来の組換えタンパク実 によるI
r
n Vitr oにおける酵素
的ア ルカロイド合成､ およぴ ､ 遺伝子組換えによるアルカロイド高生産植物の作出等
が可能となり､ 医薬品等資源アルカロイドの安定供給､ および ､ 低コスト生産を実現
できる｡
本研 究では ､ キノリチジン7 ルカロイドを生産する植物として Lupin u s属植物を研
究対象とした(Fig.2, Fig. 3)o 第 1 部で は ､ エ ステル型 ア ルカロイドの 生合成を
- 7 -
触媒するアシル転移酵素､(十13α -Hydro xym ultifJo rjn e/(.)l 3α - Hydro xyJupa nin e
O一丁igroyltra nsfera s e, H M T/H LT[16搾コ ー ドする新規遺伝子 の単離と機能解析を
行っ た｡ これ は ､ キノリチジンアルカロイド生合成を触媒する酵素遺伝子の単離 機
能解析としては世界で初めての報告である｡ 第 2 部では ､ マメ科植物より､ キノリチ
ジンアルカロイド生合成の初期中間体､ およぴ ､ 生理活性物質ポリアミンの 一 種であ
るカダベリンの 生合成に関与する､ L D Cの 機能解析を行っ た ｡ 第 3 部で は ､
P C R- selectCD NAsubtra ct
､
io n法による､ ”Bjtte('品種 どSw e et”品種を用いた､ キノ
リチジンアルカロイド生産特異的に発現する遺伝子群のプロファイリングを行っ た｡
同プロファイリングによリキノリチジンアルカロイド生合成に関与すると考えられる候
補遺伝子を選抜し､ これ によりコ ー ドされる酵素のキノリチジンアルカロイド生合成系
における機能につ いて考察した｡
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鼠⊥鼓
エステル型アルカロイド生合成を
の と 巨 汗
1.1
るアシル転 H ”T/H LT;
マメ科 LupI
'
nu s属植物は､ 発芽初期代謝鹿物としてエステル型アルカロイドを特
徴的に産生する(Fig. 2､ Fig. 4)o これらエステル型アルカロイドは､ キノリチジンアル
カロイド生合成の最終代謝産物と考えられ､ 各植物様におけるア ルカロイドの蓄積
パタ ー ンを決定している【1]o LupI
'
nus 属植物においては ､ ス バルティン/ルパ ニ ン型､
および､ ルピニ ン型アルカロイドエス テルを特徴的に産生することが知られ ている｡
これらエス テル型アルカロイドは ､ その 前馬区体で ある各アルカロイドの水酸基がアシ
ル化を受けることにより生成する｡ この 生合成反応におけるアシル供与体はアシル
CoA である｡ この アシル CoA との 間で行われるアシル転移反応は､ 酵素的に進行
するものと考えられている｡
これまで に ､ アシル CoA を基質とする多様な植物由来アシル転移酵素遺伝子が
単離され ､ その 機能解析が行われてきた【16】｡ また､ これら植物アシル転移辞素は､
各アミノ酸配列間において高度に保存されている特徴的なモチ ー フ領域”DF G W G”､
および､ ”Hx x xD''を有して いる【16】【17]｡ 一 般的に ､ これら 一 群の アシル転移酵秦
は､ '
'
AcyI- CoA -depe nde nt B A H D(旦e n zylalc ohol acetyト, 生ntho cya nin -
0- hydr o xycin n a m oyl- , Anthr a nilate - N -hydr o xyc l n n a m Oy]/be n z oyト,
旦e a c etyJvindo‖ne acetyト, tra nsfe ra s e) s upe rfa mi[y
''
と総称され ､ 主として様々 な
二 次代謝産物生合成を触媒して いる 【16]｡ ゲノム全塩基配列解読プロジェクトの モ
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デル植物であるArabl
'
dopsI
'
sthalI
'
a n a(シロイヌナズナ)においては ､ その ゲノム 内に
機能未同定なもの を含めて約 70の BAH D関連遺伝子が存在している｡
LupI
'
nu s属植物におい てもこれまで に､ アルカロイドの アシル化を触媒する酵素に
関する研究が行われてきた【18] 【19] 【20]｡ 序論 においても述 べ たが近年の成果とし
ては ､ キノリチジンア ル カロ イド生合成に関わるアシル転移酵素の 一 種で ある
(＋13α - Hydro xym uJtif[orin e/(＋)-1 3α - Hydr o xylupanin e 0-TigloyJtr a n sfe rase,
H M T/H LTの 辞素精製が挙げられる【12]｡ H M T/H LTは ､ キノリチジンアルカロイド生
合成に関与する酵素として ､ および､ エ ステル型キノリチジンアルカロイド生合成を
触媒するア シル転移酵素として は世界で唯 一 の 精製され てい るもの で ある｡ 特に
HM T/H LTは ､ キノリチジンア ルカロイド生合成におけるス バ ルティン/ルパ ニ ン型ア
ル カロイドの ア シル化を触媒する酵素 で あり､ チグ ロイル CoA を基質として ､
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(＋1 3α サ グロイルオキシ マルチフロリン､ および､(＋)-1 3α サ グロイルオキシルバ ニ
ンの 生成に関与する(Fig. 4)o このように､ キノリチジンアルカロイド生合成に関与す
る酵素の精製報告はあるもの の ､ その 酵素遺伝子は本研究以前に 一 つとして単離
されてい なか っ た ｡ また､ チグロイル転移酵素遺伝子につ い ても本研究以前に単離
報告は無か っ た｡ 以上の ような背景の 下 ､ 本研究では H M T/HLJ遺伝子の単離､ お
よび､ その機能解析を行っ た｡
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1.2
1.2.1 H M TIH LT遺伝子の
旦_.2_.1,1 改良法によるL. albu sからの H M T/H LTタンパク
H M T/Hu
‾
タンパク質は､ 既 に鈴木らによっ て完全精製されており､ 50 kDa の単
量体であることが示されて いた【12】｡ その 一 方で ､ 精製された H M T/H 汀タンパク質
量が微量 であっ たこと､ および､ ペ プチド N 末端のブロッキング等の 理由により､ そ
の 内部アミノ酸配列の決定には至らなかっ た｡
そこで本研 究 において は ､ 従来の方法を改良して L. a/bu sよりHM T/H LTを改め
て精製した(Table 2)｡ 本研 究に おける精製法 で は ､ 主 な改良点として Butyl
Tab一e 2. Su m m aryofpu rific atio n ofH M T/‖L T fr o mi. albu s
pu rificatio n step
P
F%e)in Activity(pkat)
(:ak
P
c
a
;
t
i
C
v:iy:., Tio,eol了
pu
(
;;
f
f
C
:
ai
r;
”
1. 3 0･8 0%(N H4)2S O4 64,70 0 6,0 7 5
2. Butyl F 23,7 80 1 0 3
3. Superde x2 00p g 1 2,87 0 1 9
1 0.6 1 0 0 1
2 31 36 22
6 7 7 20 64
4. S P S¢phar o s oX L 1 0,74 0 3.2 3,3 56 1 6 31 7
5. Supe rde x2 00 H R 5,2 01(6 5 5)a 0.79(0.1) 6,550 8.0 6 1 8
6. R E S O U RCES 2,0 8 8(263) o.29(0.03 6) 7,3 05 3.2 689
a T he n u mbe rsin pare nthesisindic ate sthe data of the 0.1 2 5aliqu otofthe purifiedprotein
sotutio nfrom S PSepha ｢o s eX L.
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㌔ ㌔
(kDa)
9 7.2 - ■･
66･4 博 一 - -
45.0 ～
29.0 - ■■ ■■ -
-
1■■ -
20.1 -
14.3 ■■■■l-
◆ - 6 0 k Da
DQIG SF Y Y F P
ー 3 ｡. .a 固
～ 25k Da
D V D F G W G K
R P S Y F Y N(l/D)V G Y L
E L D D LF K
Figu r e5. S D SIP A G Ea n alysI S a nd dete r min ed inte r n ala min o a cid
-
s equ e n c e s ofpu rified H M TIH LT fr o mL. albu s
The protejn sfro mthe fiTlalpu仰ic atjon step w ere s eparated by1 2.5% S D S-P A G E. T hre eba nds
of 25, 3 0a nd 6 0 k Da polypeptide s w e redete cted by silv e r staining a nd s ubje cted to
dete m lin atio n of theinter n ala min o a cids equ e n ce s afterin -gelt｢y psin dige stio n. The a min o a cid
s8qu 8nC e Sdete m ined are indic atedin the boxe s. The D FGWGin 2 5 k Da ba ndindicate sthe
m otifsequ e n c ehighly c o n s erv ed a m o ngthe pla nt a cyトCoA-depe nde nt a cyltra n sfe ra s efa m lly
【16】【1 7】.
F F(Am e r sha m Bjo s cie n c e s, Pis c ata w ay, N J, U S A)による疎水クロマトグラフィ ー ,
およぴ､ R E S O U R C E S(Am e rsha m)による陽イオン交換クロ マトグラフィ ー を取り入
れた｡ この 改良 により､ 過去に行われた方法 より少ない精製段階 によっ て最終フラク
ションを得ることが可能となっ た｡ その結果 ､ H M T/HIJタンパク質を689倍まで精製
し､ その 比活性は 7,3 05pkat mg
‾1まで上昇した｡ この 結果 は ､ その後の H M T/H u
‾
タンパク質の 内部ア卓ノ酸配列を決定するために必要なタンパク質量として十分なも
の であっ た｡
今回精製した H M T/HIJ活性画分に は､ S D S-P AGE 分析により25kDa . 30kDa､
およぴ , 6 0 k Da の 3/iンドが検出された(Fig. 5). これらの 内部アミノ較配 列を決定
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したところ､ 25kDa ペプチドより決定したアミノ酸配列中に､ アシル CoA を基質とす
る植物由来アシル転移酵素間に高度に保存されているアミノ酸配列 D FGW Gのモ
チ ー フ[16=17]が存在した. 一 方 ､ 30 kDa ペプチドの 内部アミノ酸配列の ､ その 他の
既知アミノ酸配列との 相 同性は見出されなか っ た｡ また､ 6 0kDa ペプチドの 内部アミ
ノ酸配列はペクチンエステラ ー ゼの 内部アミノ酸配列との 間 に高い相 同性を有して
いたが ､ アシル転移酵素との 関連性は見出されなか っ た｡ これらの結果より､ 今回
得られた三種類の ペプチドの 内 ､ 2 5k Da ペプチドは少なくともH M T/H LTの 一 部であ
ると考えられた ｡
1.21 .2 H M TIH LT遺伝子の
H M T/H LTの 一 部であると考えられた 25 kDa ペプチドの内部アミノ酸配列に基づ
い て縮重型プライマ ー をデザインし､ RT-P C Rを行っ た(Fig. 6). 考え得る全て のプラ
イマ ー の 組 み合わ せ の 下 で RT-P C Rを行 っ た結果 ､ フォ ワ ー ドプライ マ ー
P 25K-3 F-1とリバ ー スプライマ ー P 25K-1 Rによる242 bpの ヌクレオチド断片､ およ
び､ フォワ ー ドプライマ ー P 25K-3 ト1とリバ ー スプライマ - P 25K-2 Rによる89bp の
ヌクレオチド断片､ 合計 二 種類の特異的増幅産物を得た. Fig. 6 に示すとおり､ これ
ら二 つ の ヌクレオチド断片の塩基配列はオ ー バ ー ラップして いた｡ また､ この 全体と
して得られた242 bp のヌクレオチド断片は､ 25k Da ペプチドより決定した内部アミノ
酸配列を全てコ ー ドしてい たo 更 に､ この 242bpの ヌクレオチド断片によりコ ー ドされ
るアミノ酸配列 は､ 既知の植物由来アシ ル転移酵素との 間に高い相 同性を有して お
り､ H M T/HLJの 一 部である可能性が高いと考えられた ｡
この 242bpの P C R産物をプロ ー ブとして ､ 播種後10日齢の L. a/bu sより作成し
た cD N Aライブラリ ー の スクリ ー ニ ングを行い ､ 14個の陽性 cDN Aクロ ー ンを単離し
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Figu re6. Nu cLe otide a nd dedu c ed a min o a cids equ e n c e s of H M T/H LTCD N A
T he amin o a cid s equ e n ce sin bLu e a nd gre e nindic ate the pa rtia”y-dete r min ed a min o a cid
s equ e n c e s ofthe 2 5kDa and 30 k Da peptide s, r e spe ctiv ely･ T he blu e a nd gre e n arro whe ads
indic atethe N-te r min alsite s ofthe 25 kDa a nd 30 kDa polypeptide s. r e spe ctiv ely. T he underlin ed
a min o a cids equ e n c e sin redindicate a sign atu re m otif s equ e n ce shighly co n s erv ed a m o ngthe
p一a nt a cyI- CoA-depe nde nt a cyltr a n sfe ra s efamily[16H1 7)･ T he n u cle otide s eq
.
u e n c ein blu e
indic ate sthe spe ciflC a”y a mplified 242 bp-fragm e nt by RT-PCR･ Dotted arro wlln e S Sho wthe
po sitions ofprl m erde signfo rR T
-P C R. P 25 K-3 F-1, P2 5 K-1 Ra nd P2 5K-2 R･
- 1 5-
た ｡ これら単離した cD NA クロ ー ンは全て ､ 同 一 のもの と考えられる OR Fをコ ー ドし
て いた｡ また､ 前出の Rl∵P C R産物と同様に､ この 単離したcD N Aクロ ー ンの 有する
O R Fによリコ ー ドされるアミノ酸配列は､ 植物由来アシル転移酵素との 間 に高い相
同性を有していた｡
この 完全長 cD N Aを得るため ､ 5' - R A C Eによる5'末端塩基配列の 同定を行っ た｡
その結果 ､ 3'末端ポリA領域を含む 1641 bp の cD N Aを単離した ｡ また ､ この得ら
れた cD N Aは ､ 453 アミノ酸をコ ー ドする1359 bpの O R Fを有していることを確認し
たo この O R Fによリコ ー ドされるタンパク質の分子量は理論値として 51.2 k Da であ
つ た｡ 更 に､ このクロ ー ンの塩基配列中には ､ 30kDa ペプチドより決定したアミノ酸
配列をコ ー ドする領域が存在した ｡ これらの ことより､ 過去の精製実験【1 2】より 50
kDa の単量体と報告されてい る H M T/H 汀が ､ 今回の精製過程においてタン パク質
分解を受けた結果 ､ 25k Da と30 kDa の 2 /〈ンドに分離して S D S-P A G E上 で観察
されたことが示唆された｡ これら25kDa と30 kDa ペ プチドの N末端配列解析を行
つ たところ､ 得られた配列はそれぞれ F ルQH､ A PQTQ であり､ その 切断部位が同定
された(Fig. 6)｡ これらの結果から､ H M T/HLJ精製に おいて観察された25 kDa､ お
よび､ 30 kDa ペプチドは､ 同 一 の cD N A に存在する O R Fによリコ ー ドされているこ
とが明らかとなった ｡
この ように植物アシル転移酵素精製において ､ 単 一 の タンパク質が 二 つ に分離さ
れてしまう同様の現象が他にも報告され ている(例: Ac etyトCoA:De a c ety.vindolin e
4- 0- Acetyltran sfe r a se, D AT[21]､ Hydroxycin n a m oyl/Be n z oyトCoA:Anthra n‖ate
N-Hydroxycin na moyI/Benz oy[tra n sfe r a s e, H C B Tl[2 2]). これらの 現象と関連の
深い知見が ､ Ra u v o/fI
'
a s e rpe ntI
'
n e(インドジャボク)由来の アシ ル転移酵素である
Vin o rin e syntha s e(V S)の X 線結晶構造解析より得られ ている【23】｡ これ により､
V Sタン パク質の 立体構造が Do m ajn l と Dom ain 2 より形成され ､ これらは
Co n n e ctingLoop により結合した形をとっ ていることが 明らかとなっ た｡ H M T/H u
‾
で
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Figu r e7. M ultiple a[ign nl e nt Of H M TIH LTwith thepla nt
a cyJ･ CoA-depe nde nta cyltr a n sfe r a s e s
T he dedu c ed a min o a cids equ e n ce 0f H MT/H L Tw a s align edto tho s e of vin o rin e syntha s e(VS)
fro mR凱JソロIfia se rpe ntin e(AJ 5 56780)[23][24], a c etyトCoA:de a cetylvindolin e-4- 0 -acetyltra n sfe ra se
(D A T)fro mCathara nthu s ro s e u s(A F O 5 3 307)[17la nd hydro xycin n a m oyI/be n z oyトCoA:a nthranilate
N･hydro xycin n a m oyJ/be n z oy[transfera se1(HCB T l)fro mD ia nthu s c aryophyllu s(Z 8 4 3 8 3)(2 2]. T he
re sidu e with bla ck a ndgrayba ckgro u ndindicate tho s e ofperfe ct co ns e rvatio n a nd m o retha n5 1%
ide ntity, r e spe ctiv ely, jn the 4 protein s. The a min o a cid sequ e n c e of V Swithred ba ckgro u nd,
indicate sthe co n n e cting一o opreg(o n. T he blu e a rro whe ad indic ate sthe N-te r min alsite of the 25k Da
polypeptide, T he red arrow ljne s show signature m otifs eqLJe nCeS, D FGW G a nd Hxx xD, highly
c o n s erv ed a m o ngthe pJa nta cyl- CoA-depe nde nta cy仙
.
a n sfera s efa mily[1 6](1 7],
あると考えられるアミノ酸配列は V S のアミノ酸配 列と24% の同 一 性を有しており､ こ
れらを比較したところ H M T/HLT の切断部位が V S の Co n n e ctingLo op 近傍にアラ
インメントされた(Fig. 7)｡ この ことより､ H M T/H LT における25 kDa ､ およぴ ､ 3 0 kDa
ペプチドが V S立体構造上の 2ドメインと等価なもの であり､ N 末端配列解析より明
らかとなった H M T/H LTの 切断部位はこれらの 間 に存在するCo n n e ctingLo op近傍
であることが示唆されたD 更 に ､ H CB Tl､ D ATにつ いて はアミノ酸配列上の 切 断部
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位は 同定されて い な い が ､ V Sとの アラインメントの結果 ､ H M T/H LTと同様
にVSの Conn e ctingLoop近傍がこれらの 切断部位であるものと予測されるo また､
H M T/HLJ における25 k Da､ および､ 30kDa ペ プチドの機能的な役割につ いて は ､
それぞれを個別に発現させることにより得られる組換えタンパク質を用い た機能解
析を行う必要があるものと考えられる｡
アシル転移酵素との1.2.1.3 H M TIHLTとその他の植
ヽ統関 ヽ
上述のようにして得られた O R Fによリコ ー ドされる H M T/HLJ であると考えられる
アミノ酸配列と､ その 他の関連した各植物アシル転移酵素との 間の類縁関係を調 べ
るため ､ 推定アミノ酸配列に基づく分子進化系統樹を作成した(Fig. 8)o その 結果､
得られた O R F のコ ー ドする推定アミノ酸配列は､ ベ ンゾイル CoA をアシル供与体と
し､ ベンジルアルコ ー ル ､ および､ その側鎖の炭素数が 一 つ 多いフェ ニ ル エタノ ー ル
をア シル受容体とする反応(Fig. 9)を触媒するベ ンゾイル転移酵素群との間に最も
高い相同性を示した(Fig. 8､ グル ー プ A). H M T/H LTと考えられるアミノ酸配列との
間の 同 一 性は ､ Petu n I
'
ahybrida 由来Be n z oyトCoA:Be n zylalc ohoUPhe nyLethan oI
Be n z oyltra n sfe r a s e(B P BT) [25]と58% ､ また､ Nicotian atabacu m(タバコ)､ およ
び ､ c/arkI
'
a brew eI
'
由 来 Be n z oyトCoA:Ben zyl a]c ohoI Be n zoyltra n sfe r a s e
(B E B T)【26】とそれぞれ 5 7% ､ 55% の同 一 性を示した｡ この ことよリH M T/HLJは､ ベ
ンゾイル CoA をアシル供与体とし､ 芳香族アルコ ー ル類の ベンゾイル化を触媒する
アシル転移酵素ファミリ ー との 間 に分 子進化上 の 近縁関係を有することが示唆され
た . また ､ H MT/H LTが これらベ ンゾイル転移酵素と形成する 一 群の なか には ､ A.
thalia n a由来 AcetyトCoA: cI
'
s-3- He xen-1- oI Acetyltr a n sfe r a s e(C H AT)[2 6]も含ま
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AcBtylCoA: cls･3･hB X O n･1･ oI
a c etyltra n sfemse
Ta x adfe n･5a･ Ql
10･De a c etylba ccatinllJ･
10･O･ a c etyltr arlSfer a se
0-a c ¢tyltra n 8fe ra s e
2α ･ Hydro xyt8X a n O -
2･0･ben z:oylIran 8fo ra8 0
Taxold C･13
0･phe nylpropanoyltran sfo rasB
3-･N･Debo n zoyl･2
■
･de o xyta xo(
N･bo n z oyftr& n8fo r a 8e
Hydroxycln n8 m OyトCoAquhate:
hydroxycynna rTI OyJtr a n8fo rase
Hydroxyc7nn am oyl･CoA:
hydroxyanthranat¢
N･hydroxycln n am oyltra n8fera 802
Hydroxycln n am oyl･CoA:
Bh 肘m ate/quln ate
hydroxyclnn am oyltra nsforaso
Hydro xycln nam oyrlben ヱOyトCoA:
a rlthra n ate N･hydro xyclnnamoyl/
C
0.1
も一 ■■ 一 一 ■ 一 ■J
1 Agma伽 B
coum aroyltran sfe r細 e
Be n z oy[{oA:benzylalc ohol
A
be n z oy[tra n sfe r a s e.Cla rklabre wo r]
Ben 之Oyl･CoA;bet) zyla一cohol
be n zoyttra n 8fQ ra S e.NIc ot]a n atDba c u tn
Bo n z oy(-CoA:be n zylalcohoT/
phonylotha n ol bon z oyltransfo ra 8 e
HM T/H LT
Mfn ov加inine ･191hydr oxy･
Acetyl･CoAミdo acotylvindolhoヰ
O･ac Btyltra nsfB ra S e
Saluta ridlnoけ ･
0･ ac ety[ra n sfe ras e
Vlnorine syntha 8 e
M dorlyt･CoA:a ntho cya nln
5･0･glucosMeJ
…
･0･ m 8Io nyltra n sfB r aSe
Malo nylJ=oA: a nthocyanldjn
E
D
Figure8･ Phylogenetictre eofthep一ant acyl-CoA･depe nde nta cyJtra n sfe ra se
indicatingfiv ee volutionarys eque nc e clu ste rs
T he tre e w as c o n structed by n eighborlO]nlng dista n ce a n alysISI Lin e[e ngthsindic ate the re[ative
dista n ce sbetw e en n odes ･ T he dedu ced a min o a cids equ e n ce of HM T/H L T(D D B J/GenBa nk/E M B L
a c c e s sio n n u mbe rA B 1 8 1 2 9 2) w a sphyloge netic aHy c o mpa red with be n z oyトCoA:be n zyl
a一cohol/phe nyletha n ol be n z oyJtra n sferas e(B P B T)fro m Petun/
'
a hybr/
.
da(A Y 6 1 1 4 9 6)[2 5], be n zoyト
CoA:ben zyl aJc ohol ben z oyl tra n sferas e(B E B T)fro mN/
'
c otia nataba c u m(A F 5 0 0 202) [2 6], B E B T from
CIa rkiabre w e n
.
(A F 5 0 02 0 0)[2 6], a c etyトCoA:c/
'
s-3-he x e n-1- ola c ety=ra n sferas e(CH A T)fro mArabI
-
dopsJ
'
s
tha//
'
a n a(A F 5 002 0 1) 【2 6】, ta xad
'
Le n-5(加ol O- a c etyltra n sferas e(T A T)fro m Ta x u s cu sp/
'
data(A F1 9013 0)
〔2 7], ta x oid C-1 3 0-phe nylpropa n oy)tra nsfe ra s e(ba cc atin =:31 a min o-3-phe ny[propa n oyltra n sfera s e,
B A P T)from T･ c a n ade n si (A Y O 8 2 8 0 4)【28], 3㌧N-debe n zoyト2
'
-de o xyta x oI N-be n z oyltransfera s e
(D B T N B T)fro m T･ c a n ade n sI
'
(A F 46 63 9 7) 【2 9L 2α -hydroxytax a n e2- 0-be n z oyltra nsfe ra se(TB T) (2-
debenz oyト7,1 3-dia c etylba c catin 仙2
- O-be n z oy=ra n sferas e, D B B T)fro m T. c u spidata(A F2 9 7 618)【3 0】.
1 0-de a c etylba c c atin = -1 0- O ･ a cetyltra n sfer as e(D B AT) fro m T･ c u spI
'
data (A F 193 7 6 5) 【3 1],
hydro xycin n a m oyトCoA quin ate:hydroxycyn n a m oyl tra n sfera s e(HQT)fro mLyc opersic on e sc ule ntu m
(A J5 8 2 6 5 2) 【3 2】, hydro xycin n a m oyトCoA:hydro xya nthra nate N -hydro xycin n a m oy[tra n sferas e2 from
Av e n a s ativ a(AsH H T 2) (A B O 7 6 9 8 1) [3 3】, hydr o xycin n a m oyトCoA:shikim ate/quin ate
hydro xycin n a m oyltra nsfe ra s e(H C T)fro m N . taba c u m(A J 5 0 7 8 2 5) 【3 4], hydro xycin n a m oyI/ben zoyJ-
CoA:a nthra nilate N-hydro xycjnn am oyI/benzoyltransfera s e1(HCB T l)fro m Dia nthu s caryophy//us
(Z 8 4 3 8 3) [2 2】, vin o rin e syntha s e(VS)fro m Ra u volfI
'
a s e rpe nt/
-
n a(AJ5 5 6 780) 【24], a c etyト
CoA:de a c etylvindolin e-4- 0 - a c etyltra n sferas e(D AT)fr o m Cathara nthu s ro s e u s(A F O 5 3 3 0 7) 【1 7],
s aluta ridin o1 71 0 -a c etyLtra n sfera s e(S A L A T)fro m Papa ver s o m niferu m(A F 3991 3) [3 5], m alo nyト
CoA:a ntho cya nin 5-glu co side-4
…
- O- m alo nyltra nsferas efro m Sa/vI
'
a sple nden s(Ss5 MaT 2) (A Y 3 8 3 73 4)
【3 6], agm atin e co u m aroylt a n sfera s e(A C T)fr o m Horde u m vulgare(A Y 2 28552) [3 7], m alonyl-
CoA:antho cy
.
a nidin 3- 0 -glu co side-6
‖
- 0- m alo nyltra nsfera s efro m Dahl/
'
a v a riabi/)
'
s(Dv3 MaT) (A F 4 8 91 0 8)
【3 8] a nd m ln O Vin cinin e1 9-hydro xy- ○ - a c etytra n sfera s e(MAT)fro m C. r o s e u s(A F 2 5 3 41 5) [39】.
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れておリ､ H M ¶H u
‾
であると考えられるアミノ酸配列との 間に 49 % の同 一 性 を示し
た｡
また､ 各アシル転移酵素は分子進化系統樹上で ､ 上述の グル ー プ A の 他に 4 つ
のクラスタ ー を形成した｡ グル ー プB は ､ 夕キソ ー ル生合成を触媒するアシル転移酵
素である【27-31] [40]. これらは全て Ta x u s属植物由来の アシル転移酵素である｡
それぞれが要求するアシ ル供与体は様々 であるが ､ アシ ル受容体である夕キソ ー ル
の特 徴的な基本炭素骨格に対する基質特異性 によリ､ 独 立した 一 群を形成したもの
と考えられる｡ グ ル - プ c は , 主としてヒドロキシシ ンナモイル ーCoA(クマ ロイル
ーCoA)をアシル供与体として要求する 一 群で ある【2 2】【32-3 4]【37】｡ この群において
は､ キナ酸 ､ 7 ントラ二 ル 醸など､ 7シル受容体は様々 であるo グ ル ー プ D は､ アセ
テル ーCoA をアシル供与体として ､ 0-アセチル化を触媒する 一 群で ある【17] [24)
【35】【39]｡ この 群 においてもグル ー プ c と同様にアシル受容体は様 々 で あるが ､
Tabe rs o nin e系インド ー ルア ルカロイドであるVindolin e､ およぴ ､ Echito v e ni eの 生
合成をそれぞれ触媒する D AT､ Min o vjn cinin e1 9-Hydroxy1 0-Ac etyltr a n sfe r a s e
(M AT)は小クラスタ ー を形成した ｡ D AT. M ATはいずれも Catha r a nthu s ro se u s由
来の7 シル転移酵素である. グル ー プ E は ､ 7 ントシア二 ン類の楯鏡の O- マ ロ 二 ル
但
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Figure. 9 Re a ctio nc atalyz ed by B P B Ta nd B E B T
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化を触媒する 一 群で ある 【36】【38】｡ 以上の ように､ アミノ酸配列レベル において分
子進化上 の 近縁関係を有する 一 群は ､ 同属 ･ 同種由来のものとしてクラスタ ー 化さ
れる傾向がある - 方 ､ 酵素としての機能的な共通点を持って介頼されることもまた
明らかとなっ たo このことは､ 機能末同定の遺伝子によっ てコ ー ドされるタンパク質の
機能推定を行うにあたっ て有用な知見である｡
これらの結果より､ 本研究より単離した cD NA に含まれる O R Fは ､ 今回改めて精
製した H M T/H LTタンパク貿の 内部アミノ酸配列を､ 全てコ ー ドしているのと同時に､
既知の植物アシル転移酵素との間に高い相同性を有することから､ H M T/H 汀遺伝
子をコ ー ドしている可能性が高いものと考えられた.
とその組換えタンパク鷺の機能1.2.2 ‖M T/H LT;
ヨー2.2＋1 組換え H M TI‖LTを用いた酵素活性の
1.2.1節において単離されたcD N Aの O R F領域によリコ ー ドされるタンパク貿が ､
H M T/H LT活性を有するか否かを確認するために､ Esche richI
'
a c oli内で発現させた
組換えタンパ ク質を用 いてI
'
n vitr oにおける酵素活性の測定を行っ た｡
同 O R Fを G S T融合型発現 ベクタ ー pG E X に導入し､ E. c oII
'
内で発現させた. 級
換えタンパ ク質として大腸菌からの粗抽出液､ および ､ G S Tタグ ･アフィニチイ ー クロ
マトグラフィ ー による精製後の組換えタンパク質を解析に用いた(Fig. 1 0). 組換えタ
ンパク質の存在する条件下 において ､ Fig. 4 に示した1 3α+ニドロキシマ ルチフロリン､
およぴ ､ 13α - チグロイルオキシマ ルチフロリンの各アルカロイドとチグロイル CoA に
よるアシル転移反応を行い ､ H M T/H LT活性を測定した(Fig. ll)｡ 反応生成物は､
LC-P D A-E Sl/M Sにより同定した｡
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Figure 10. Purificatio n a nd S D SIP A G EanalysIS
of r e c o mbin ant H NITJH LTproduc ed
in E, c oli
The c rude e xtra cts from E. c oli harbo ring PGE X- H M T/H L T
e xpr e s sinョ t he CD NA a nd t he purified ｢e c o mbin a nt
H M T/H LT w ere s epa rated byl O % SDS-P A GEI Pr otein
ba nds w eredete cted by Co om a s sie Brillia nt BIu e staining･
Arr o whe ad indicate sthe po sitio n ofthe purified H M T/HLT
protein by G ST-tag a nd s ubs equ e nt tag- cle a v age o n a
colum n.
Fig. 11に13α - ヒドロキシマル チフロリンとチグロイル CoA を反応させたときのも
の である H M T活性を測定した結果を示す｡ 酵素反応後の溶液は､ 反応生成物であ
る 13α-チグロイル オキシマ ルチフロリンの 極大 吸収波 長 318nm でモ ニ タ ー 下 ､
H PL Cにより分離した(Fig. l la)D ネガティブコ ントロ ー ルとして ､ 空 の発現 ベクタ ー を
導入した E. c oII
'
からの租 抽出液を用いたときの H P LC のクロマトグラム(Fig, 11a､
下 段)と比較することにより, 組換えタンパク質を用 いたときのクロ マトグラム 上 に現
れる特異的ピ ー クを調 べ たo その 結果 ､ 組換え H MT/H LTタン/てク質 の E. c oljから
の租抽出液､ およぴ ､ 精製後組換えタンパク質を用いたときのクロ マトグラム 上 にお
いて ､ 矢印で示 した特異的ピ ー クを同保持時間の位置に検出した｡
更 に この ピ ー クにつ いて ､ E Sl- M S､ およぴ､ E Sl- M S/M S による化合物の 同定を
行 っ た(Fig. llb)0 E S トM S の結果 ､ 1 3α -チグロイルオキシマ ルチフロリンの擬分 子
イオンと考えられるr7dz 345([M＋H]
'
)を主イオンとして観察した｡ また､ E S]- M S/MS
の 結果 ､ 13α - チグロイルオキシマ ルチフロリンの エ ステル部分の解裂 により精製す
るフラグメントイオンと考えられる､ r7Vz245([M -C5H702】
＋
)を観察した｡ これらの結果
- 2 2-
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Figurell.
1de ntificatio n ofthepr odu ctof
r eactio n c atlyz ed bythe
rec o mbin a nt H M TIH LT by
L C･P D A･E 引/M S
(a)H P L C-P D Aa n a一ysis of th¢ 帽 a Ctio n
produ ct of the re c o mbin ant HM T/H LT.
T he r e a ctio n with 1 3α - hydr o xy-
m ultif[orin e a nd tigJoyトCoA w a s
c a rri･ed o ut with t he pu rified
re co mbin a nt protein fro mthe crude
protein e xtract(upper chro m atogra m)
o rthe crude protein e xtra ct(middle
chro m atogra m) of E. c oII
'
ha rbo ring
PG E X-H M T/H LT, o rthe crude protein
e xtra ct of E, c ol/
'
ha rboring PG E X
e mpty v e ctor(lo wer ch｢o m atogra m).
H PL C a n alysis w a spe rfo r m ed o n
MightysiI RP-18 G P 15 0-4.6 c olu m n
(K A N T O C H E M [C A L) with m obi一e
pha se of 15% a c etonitrile a nd 0.1 %
triflu o ro ac etic a cidataflo w rate of 0.5
m[/min. The s ubstrate a ndthe produ ct.
13α -tigloylo xym u[t州 o rin e. w e re
m o nito red at 31 8n m
, a m a xim u m
abs o｢ba n c eofthe s e c o mpo u nds. T he
a rr o windic ate s 1 3α -tigLoylo xy-
m u)tifto rin e spe cific ally produ c ed by
the re co mbin a ntH M T/H LT
.
(b)L C- PDA-E Sl/ M Sa naJysJ
'
s of the
spe cific pr odu ct, 1 3α -tigloylo xy-
m ultifLo rin e, by the r e c o mbin a nt
H M T/H LT. T he produ ct w a sidentified
byitsqu a sトm ole c ula rion m a ss at m/I
345(【M＋H】＋) (upper spe ctru m)a nd
its fr agm e nted io n at m/z 245
([M -C5H702】
＋
)by M S/M Ste chniqu e
(lo w er spe ctru m).
よリ､ H PL C のタロマ卜グラム上に現れた特異的ピ ー クは1 3α -チグロイルオキシマ ル
チフロリンであることが示された｡ 同様に､ H LT活性も測定し､ 13α -チグロイルオキシ
ル バ ニ ンの 生成を確認した｡
以上 の結果よリ､ 組換えタンパク質を用いたアツセイの結果 ､ 今回得られた cD N A
クロ ー ンが機能的な H M T/H LTをコ - ドして いるということが示された.
1-2.2.2 基質特異性の検昏
H M T/H LT遺伝子につ いて ､ その組換えタンパ ク質を用いて各アルカロイドのアシ
ル CoA 類 に対する基質特異性を調 べ た(Fig, 12)o 反 応 には精製後組換え
H M T/H LTを用い ､1 3α -ヒドロキシマルチフロリン(Fig. 1 2a)､ および､13α -ヒドロキシ
ル バ 二 ン(Fig. 12b)の アルカロイドそれぞれに対して ､ チグロイル ､ アセチル ､ プロピ
オニ ル ､ 2ブ テノイル ､ および､ ベ ンゾイル CoA の 5 種類の CoA 類と間で反応を行
った . 活性強度は､ 各 M Sクロマトグラムにおける擬分子イオンピ ー ク面積を比較す
ることによLJ算出し､ 13α -ヒドロキシマルチフロリン､ および､ 13α - ヒドロキシル バ ニ ン
の各アルカロイドに対するチグロイル転移活性を 100として ､ その他のア シル転移
活性を相対的に表した ｡ そ の結果､ 両 アルカロイドに対して ､ ベンゾイル転移活性は､
チグロイル転移活性に比して ､ 約 1.8 倍強いという結果を得た｡ 一 方 ､ アセテル ､ プ
ロピオニ ル ､ 2プ テノイル転移活性は､ チグロイル転移活性と比較していずれも20%
以 下 の低い値を示した ｡
この基質特異性の研究結果より､ H M T/H ｢｢に高い ベ ンゾイル転移活性が備わ っ
てい ることが示された. この ことは ､ Fig. 8 の分 子進化系統樹 におい て ､ H M T/H LT
が B P B T､ および､ B E B Tとい っ たベ ンゾイル転移酵素との 間 に高い相 同性を有する
ことと関連している. 事実､ LupI
'
n u s属植物におい てス バ ルティン/ル/ に ン型 ベ ンゾ
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Figure12. Substr ate spe cific tyofr e c o mbin a nt H ”T/H LT
T he a cyltra n sferre a ction w a s c arried o utwithre c o mbin a nt H M T/HLT u s[ng 13α-hydro xym ultiflorin e
o r13α -hydro xylupa nin e a s a cyla cc eptors a nd v a rio u s a cyトCoAs as a cyl do n orsI T heide ntific atio n
of the re a ctio nprodu cts w a s m ade byL C-P D A-E Sl/M S･ T he reLativ eactivities were deter min ed by
inte n sitie s of the[M＋H】
＋ io n s of the re spe ctiv eprodu cts･ T he data a re e xpre s sed a sthe re(ative
v alu e sto(a)13α-tigJoy[oxym uH珊o rin e o r(b)13α -tigloyJo xy[upa nin e･ Barindicate sthe data of
dup一icate a s s ays.
イルエステル は､ チグロイルエステルと比 べ て少量ながらも見出されている｡ その例
として ､ i a ngu stifoII
'
u s[1 4‖19]､ および､ L. polyphy//u s[41]よリベンゾイルオキシ
ル バ ニ ンの存在が確認されている. 従っ て ､ H M T/HLT のI
'
n v]
'
tr oにおける高い ベ ン
ゾイル転移活性は､ 細胞内基質濃度､ およぴ ､ 基質の細胞内オルガネラ局在性等に
よっ て I
'
n viv oにお けるエステル型アルカロイド産生 に必ずしも反映されないもの の ､
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機能的にべ ンゾイルエステルの 生合成をもまた触媒している可能性が高いものと考
えられた｡
1.2.2,3 Km 宿の
精製 H M T/H LTにつ いて ､ 各アルカロイド､ および､ アシル CoA頼 に対する Km 値
を測定した(Table 3).
Table 3. Su m m aryof I(m valu e s ofHMT/H LT
Substr atefo rKm Km Co ･S ubstrate
1 3α ･Hydro xym ultiflo rin e
1 3α ･Hydroxylupa nin e
Tig[oyトCoA
Be n z oyI･CoA
9 4トLM TigLoyトCoA(0.3 m M)
11 2トIM TigloyトCoA(0.3 m M)
9 8llM
35 9トLM
9 3pM
40 5トtM
1 3α･Hydr o xym uLtif[o rine(0.3 m M)
13α･ Hydroxylupa nine(0.3 m M)
13α･ Hydro xym ultifJo rin e(0.3 m M)
1 3α ･ Hydro xy]upanin e(0.3 m M)
その結果､ チグロイル CoA に対する1 3α -ヒドロキシマルチフロリン､ および､ 13α -
ヒドロキシル バ ニ ンの Km 値 はそれぞれ 94pM, 112 pM であり､ 同程度であっ た｡
よっ て ､ 南アルカロイド共に､ チグロイル CoA に対する親和性は同程度であるものと
考えられる｡
一 方､ 13α -ヒドロキシマ ルチフロリン､ および､ 13α - ヒドロキシルバ ニ ン に対する,
チグロイル CoA の Km 値 はそれぞれ 98 LIM､ 359pM であっ た o こ の ことは ､
H MT/HLJ 触媒下におけるチグロイル CoA の アルカロイドへ の 親和性が ､ 13α -ヒド
ロキ シマ ルチフロリンに対してより高い ､ ことが示された ｡
- 2 6-
また､ 各アルカロイドに対するチグロイル CoA､ ベンゾイル CoA の Km 値は同程
度であっ た｡ この ことからも H M T/HLTが高い ベンゾイル転移活性を有することが解
る｡ その 一 方で､ 酵素活性測定の結果 ､ H M T/HLTとアミノ酸配列上で高い相同性を
有する B E BT の酵素活性を検出しなか ったことから､ H M T 州LTはキノリチジンアル
カロイド生合成に特異的なアシル転移酵素であることが示唆された｡
によ墨Zシル転移享
I I
心アミノ酸残基 へ の1.2.2.4 阻
H M T/H L T
B P B T
Nt B E B T
V S
T A T
D BTNBT
HQT
HCB TI
A C T
P A T
S A L A T
Ss5 MaT2
1 55
1 56
1 56
1 49
153
1 52
1 48
1 53
1 41
1 47
1 52
1 36
F ) F A V R L N
F I F AL RL N
妻妾鮒
T A I C S S V S
A T I A V S V S
A NI C
T M S
T M S
K I A
膿
T L S
:i:
K l Å
R蘭F
I
}
)
I
A
B
>
I
I
I
I
I
A
A
A
V
A
V
3 89
3 86
3 86
36 6
377
377
3 80
392
3 89
384
420
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Figu r e1 3. M u)tjple align m e nt of c o n s e r v ed m otifs in the fa mi一y of p[a nt
a cyltr a n sfe ra s e s
Arro wheadsindic ate po ssible fu n ctio n al re sidu e s of cystein e a nd histidin ethat arepre s u mab)y
m odified by p-chlo ro m erc u ribe n z oic a cidand D E P C, re spective[y. T he re sidue with b一a cka ndgray
ba ckgro u nd indic atetho s e ofperfe ctc o n s e rv atio n a nd m or etha n50 % ide ntity, r e spe ctiv e[y,inthe
10proteins . A bbreviatio n s ofthe protein s arede scribed inthelege nd to Fig･ 8(Nt B E B T, Nic otia na
taba cu mB E B T).
これまで に機能解析の行われた植物アシル転移酵素の数種禁則こつ いて ､ その活
性中心となるアミノ酸残基 に関する研究が行われてきた｡ 一 般的に ､ アシル転移酵
素活性に最も中心的な役割を果たすアミノ酸残基は､ 植物アシル転移酵素のモチ ー
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ファミノ醸配列 Hx x xD(G)中に存在するヒスチジン残基で あると考えられて いる【17】
【42](Fig. 1 3)｡ また､ R. s erpe ntI
'
n e由来のアシル転移酵素 V Sの X線結晶構造解
析[23] (1.2.1.2 節参照)より､ その モチ ー フ内のヒスチジン残基は酵素反応チャネル
の中心に位置し､ 基質との会合に有利な立体配置をとっ てい ることが明らかとなっ て
いる｡ 更 に､ そのモチ ー フ領域よリ 11 アミノ酸上流に存在するシステイン残基もまた､
アシル転移活性に重要な役割を果たすとする報告がある【35】｡ そこで ､ これらヒスチ
ジン残基 ､ および､ システイン残基の H M T/HLJ活性 へ の 寄与を検討するため ､ 南ア
ミノ酸残基 に対する阻害剤を用い た研究を行っ た｡
Table4. -nhibitio n of H M TIHLT bys ulfhydryla nd histidin eb]o cke r s
lnhibit. r
C
5
0
.
n
.:.
e
i
n
n
t
h
r
Fb
ti
i.3:n
of
substr ate
Diethy]pyro c arbo n ate(D E P C) 23m M 1 3a
･ Hydr o xym ultinorin e a nd Tigloyl
- CoA
37m M 13α ･ Hydro xylupa nin e a ndTigloyl･ CoA
p･ c hloro m e rc u ribe n z oic a cid 21 2m M 1 3cL
･ Hydro xym ultiflorine a nd TigloyトCoA
218 m M 1 3α
･ Hydro xylupa nine a nd TigloyトCoA
T he e n zym eprotein w aspre
-tre ated with theinhibitorfo r15 min priortothe sta ndard a cyltra n sfera s e
re a ctio n a sde s cribed in Materials a nd Methods･ Forp
- chloro m e rc uribe n zoic a cide xperim e nt･ D TT
w a s o mitted fro mthe sta nda rd re a ctio n mixtu re･ Fo rDE P Ce xperim e nt, afterpre-tre atm ent by
D E P C,imida z ole(20m M)w a s added to qu e n ch the re a ctio n with D E P C･
その結果 ､ H M T/HLT 活性はヒスチジン残基阻害剤 D E P C､ およぴ､ システイン残
基阻害剤p-C hloro m e rcu ribenz oic acid によっ て顕著に阻害された(Table4)o この
ことは､ Fig. 1 3示した各アシル転移酵素間で高度に保存されており､ アシル転移請
性に中心的な役割を果たすと考えられている､ ヒスチジン残基(His
16 6
)､ および､ シス
テイン残基(Cys
1 55
)へ の 阻害効果 によりもたらされたもの と考えられるo 従 っ て ､
H M T/H u
-
も他の植物アシル転移辞素と同様の機構によっ てアシル転移反応を触煤
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していることが示唆された｡
その - 方で ､ His
16 6
に対する D E P C の阻害効果 は他の埴物由来ア シル転移酔真
の 場合に比 して弱 いもの で あっ た【1 7】【24】【35-37】｡ 例 えばこの ことに 関連して ､
No n ribo so m alpeptide syntha s e(N R PS)の Co nde n s atio nDo m ain であLJ､ アミド
結合を触媒するアシル転移機能ドメイン Vib H において は､ モチ ー フ内のヒスチジン
残基がタンパク質 立体構造上において活性中心と考えられる部位に配置されている
にもか かわらず､ アシル転移反応 に対して重要な役割を果たさない ことが明らかとな
っ てい る[43]o 従っ て ､ H M T/H LTにおけるモチ ー フ内ヒスチジン残 基の活性 に寄与
する重要度が ､ これ まで に知られ ているその他の植物由来アシ ル転移酵素と比 して
低いもの である可能性が示唆されたo
1.2.2.5 ノ ー ザン､ サザン
H M 71H L T
rR N A
e
o
o
L 跳
- 25 S
- 18 S
Figu re14. Organ spe cific expre ssion of H ”T/H LTge n eby northe r nblot a n alys IS
TotaL R N A(4 0mg)isolatedfro m ro ots, hy po c otyls. c otyfedons andle ave s of 1 0-day1 01d L. albu s w a s
ele ctropho re s ed o n a n ag rD Seg8】(1.2 %), tra n sferred to apo sitlV ely-cha rged nylo n m e mbra n e a nd
the nhybndized with
32p･labeled probe of the O R Fregio n of H M T/ H L TCD N A. T he fln al w a sh of the
m e mbra n eWa sPe rFo m led in 0.5xSS P Ea nd 0.1 % S D Sat 6 5
CC . rR N A ba nds are sho w n a sthe
c o ntrolofequ aLarTIO U ntS Of R N A Lo aded.
ー 29-
H M T/H LT遺伝子の 発現/てタ ー ンを比較するため ､ 根 ､ 腫 軸, 子葉 ､ 薫 ､ および､
未展開薫から抽出した R N Aを用いて ､ ノ ー ザン解析 を行 っ た(Fig. 1 4)｡ その 結果 ､
H M ¶H LT遺伝子は､ 根 におい て最も強く､ また ､ 腫 軸 においても顕著に発現 してい
ることが 明らかとなっ た｡ 一 方 ､ 葉および子葉における発現はほとんど認められなか
っ た. また ､ Fig. 1 4には示していない が未展開葉における発現もほとんど認められ
なか っ た｡ この 結果 は ､ 植物各部位におけるH M T/H LT車乗活性の強さともよく 一 致
してい た【44】｡ また. チグロイル エステル型アルカロイドは､ 他の部位と比 べ て根 に最
も多く蓄積しているという報告ともよく 一 致した【19]o
これらの ことより､ 最終代謝産物であるエステル 型アルカロイドの 生合成の場 は､
主 に根 ､ およぴ ､ 腫軸で ある ､ ということが示唆された｡ また ､ エ ステル 型ア ルカロイ
ドは植物体地上部 にも相 当量蓄積されて い ることから､ 植物体内 にお ける各部位 へ
のア ルカロイドの転流が行われているものと考えられる【45】｡
㌔ 〆
､
■･甲 p
y
_
-～ ■‾√:
1 0 k b
6 kb
4 kb
3 kb Figure1 5･ So uthe r nblota n alysis ofge n o m e
D N Aof L. albu s
20Ilg al(qu otS ofge n o mic DN Aw a sdige sted withBa mH I
orEcoR Va nd separated o n a0.8 %agaro segel. Afte r
tra n sferto a Hybo nd N＋ m e mbra n e, hybridiz atio n w a s
c aTried o uto nthe s am e c onditonin n orthe mblota n alysIS
of Fi9, 14 ,
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また ､ サザン解析よリ､ H M T/HLT 遺伝子はゲノム内に1 から2コピ ー 存在する可
能性が示された(Fig. 1 5)0
1.2.2.6 細胞内局在性の検昏
前述のノ ー ザン解析によるH M T/H LT遺伝子の植物各部位における発現パタ ー ン
に加えて､ 本節では H MT/HLT の細胞内局在性に関する研究につ いて行っ た｡
これまでに､ L. albus､ およぴ､ L. hI
'
rsutus を用いた研究におい て ､ 細胞内オルガ
ネラ分画後の H M T/H LT活性測定とマ ー カ - エンザイムアツセイより､ H M T/H LTのミ
トコンドリア局在性が示唆されていた【13】｡ また､ 本研究より得られた H M T/HLJ の N
末端ペプチドの移行性につ いてiP S O RT検索(http://ps on.nibb. a c.jp/) を行っ たと
ころ､ ミトコンドリア へ のタ ー ゲッティングペプチドである可能性が示唆された ｡ そこで､
H M T/HLT の細胞内局在性を分子生物学的に証明するために以下 の 研究 を行っ
た｡
sG F P(S 65T)融合型発現ベクタ ー pT H-2[46]を用いて､ ペプチドの C末端に G F P
が融合するように H MT/HLTの N 末端から100 アミノ酸をコ ー ドする塩基配列を挿
入した｡ ベ クタ ー を構築後､ パ ー ティクルガンを用い てシロイヌナズナ の形質転換を
行い ､ 細胞内の G F P緑色蛍光を観察した(Fig. 1 6)｡ ポジティプ･コントロ ー ルとして ､
細胞質局在確認 には組換え前の 空の pT H-2 ベクタ ー を､ ミトコンドリア局在確認に
は Sp/
'
n a c/
'
a ole r a c e a(ホウレンソウ)由来β- cya noala nin e syntha s eを導入した
PT H-2 ベクタ ー 【4 7] [48]を､ そして ､ 葉緑体局在確認 には A. thaJia n a(シロイヌナズ
ナ)由来 Ribulo s e-1,5-bispho sphate c a rbo xyla s e/o xyge nas e(Rubis co)s m alL
s ubu nitpo暮ypeptide を導入した pT H-2 ベクタ ー [49】を用いた｡
その結果 ､ 得られ た細胞内緑色蛍光像は､ 細胞質､ 葉緑体移行時の 蛍光像とは
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Figu re1 6. Subc elluJa rlo c aliz atio n ofgreen flu o r e s c e ntprotein(SGF P(S65 T))
with fu sio ntothe N-te rnlin alpeptide s equ enc eof H M TIH L T
(a)H M T/H J T-sG F P(S 6 5 T)
(b)β-cya n o al nin e syntha s e- SG F P(S 65 T)I us ed a s
.
apo sitive controlforlocaJiz atio nin mito cho ndoria[4 7][4 8】
(c)SG F P(S 65 T). us ed as apositive c o ntrolforloc aIIZationin cytos ol
(d)Rubjsc o-SG F P(S 65 T), u s ed a s apo sitiv e c ontrolforocaFizatio nin chloropla sts[4 9]
明らか に異なり､ それら以外 の細胞内局在性が示唆された ｡ 特 に ､ ミトコ ンドリア局
在 時の 蛍光優に最も近く､ 同オルガネラ ヘ の 移行性 が示唆された ｡ 一 般的 に､ ミトコ
トンドリア ヘ の輸送 ペプチドは移行時にN末端の 切断を伴うが ､ H M T/HLT の N末端
アミノ酸配列よりその モチ ー フは見出されなかっ た ｡ ただし､ 例外的に N 末端の 切 断
を伴わないミトコンドリア輸送 ペプチド【5 01も存在することから､ H M T/HLJ はこちら
の タイプに分類されるものと考えられる｡
また ､ H M T/HLJ の C末端ペプチドには ペ ルオキシソ ー ム へ の輸送 ペプチドと考え
られるアミノ酸配列 S川 が存在している【51】ことから, C 末端 ペ プチドの移行性に つ
いても実験 的に確認する必要があると考えられる｡ 更 に､ H MT/H u
‾
全 長導入実験､
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およぴ､ LupI
'
n u s属植物 へ の 導入実験等により､ その移行性を検討していく必要 が
あるものと考えられる｡
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1.3 1%
第1部において は､ キノリチジンアルカロイド生合成においてエステル型アルカロイ
ドの 生合成を触媒するアシル転移酵素 H M T/H LT遺伝子の単離と機能解析を行っ
た｡ 本研究 により単離した H M T/HLT 遺伝子は ､ キノ]Jチジンアルカロイド生合成に
関わるものとして は世界で初め ての遺伝子で ある｡ また ､ チグロイル転移活性を有
する酵素遺伝子としても新規の遺伝子である｡
H M T/H LT遺伝子の単離は ､ L. albu sからの H M T/H LTタンパク栗橋製､ その内
部アミノ酸配列の 同定､ そして ､ R T-P C R産物をプロ ー ブとして用い たcD N Aライブラ
リ ー のスクリ ー ニ ングにより行 っ た｡ 更 に､ H M T/H LT遺伝子によリコ ー ドされるアミノ
酸配列とその他の植物アシル転移酵素を比較することにより､ 立体構造の部分的予
測､ および ､ 分子進化系統解析を行っ た ｡ また､ 単離した H M T/HLT遺伝子を 亡. c o//
内で発現させることにより得られる組換え H M T/HLTを用いてその機能を同定し､ 基
質特異性の検討､ Km 値測定､ および､ 阻害剤実験を行い ､ その 諸性質を明らかに
した . また､ ノ ー ザン解析により､ H M T/H LT遺伝子の各部位における発現パタ ー ン
の 解明し､ 更 に､ ゲノム 内の コピ ー 数をサザン解析により確認した｡ また ､ H M T/H LT
の 細胞内局在性を分子生物学的手法によっ て検討した ｡
第 1 部における研究 より得られた知見 ､ および､ 示 唆を活用することによっ て ､
H M T/HLT､ および ､ その 他の アシル転移酵素研究に関する更なる進展が期待され
る｡
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鼠旦塵
マメ軒
2.1 a
』9_C の機能解析
マメ科植物中に含有されるキノリチジンアルカロイドは､ トリジンを前馬区体として
炭素5偶の対称化合物カダベリンを経て生合成される(Fig. 2､ Fig. 17)o ]J ジン脱炭
酸酵素(Lysine dec arbo xy暮a se, L D C)によっ て触媒されるこの 反応は､ 同アルカロ
イドの生合成の初期段階として ､ および､ 生理活性物質カダベリンの生合成反応とし
て重要である ｡ 過 去 に行われ た生 合成に関するトレ ー サ ー 実験より､ LupI
'
nu s
polyphyllus の 葉において､ LDC はクロロブラストのストロマ に局在する結果が予備
的に示唆されて いるが ､ 詳細につ いて は明らかでない【52】｡ 原核生物を対象とした
多くの 研究 により､ L D C遺伝子 の単離､ および､ その 諸性質が明らかにされ てきた
が ､ 現在まで に､ 動植物とい っ た高等生物よリ LD Cをコ ー ドする遺伝子の単離報告
は無い . 植物 において は､ GIycI
'
n e m a x(ダイズ)よリL D Cタンパク質の精製がただ
一 例報告されている【53】｡
また ､ I) ジンと構造が類似している化合物としてオル ニ テン が知られ ている(Fig.
17). オル ニ テン脱炭酸酵素(Ornithine dec a rbo xylas e, O D C)は Lオル ニ チンの脱
炭酸反応を触媒する辞素であり､ カダベリンと同様にポリアミンの 一 種であるプトレ
スシンの 生成に関与する｡ O DC は生物界に広く分布しているが､ 植物において はナ
ス料植物 N/
'
c otia n ataba c u m(タバ コ) 【54]､ N. glutI
'
n osa [55]､ Lyc ope rsic o n
e s c ule ntu m(トマト)[56]､ そして ､ Datu r a str a m o niu m(グッラ)[5 7]より遺伝子 の単
離､ および､ 機能解析が報告され ている｡ 更 に ､ 植物におい てプトレス シンは二 次代
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謝産物生合成の 際の中間体としても重要で あり､ トロ パ ンアルカロイド､ ニ コチンア
ルカロイド【58】【59]､ ピロリチジンアルカロイド【11】【60】等の生合成に関与する｡
第2部ではこれらの知見をもとに､ マメ科植物中の LD C､ およぴ ､ o D C の機能解
析を目的とした研究を行っ た｡
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2.2
2.2.1 LuDin us L=_轟けるL D C)
.
LDC の単離を行うにあたリ､ 本研究で は最初に､ LupI
'
n u s属植物からの LD Cタン
パ ク質の精掛 単離を目指した ｡ その 前段階として ､ 数種類の Lupinu s 属植物から
L D Cタンパク質精勤lこ適した種の選定を目的として､ それぞれにつ いて LD C比活
性の測定を行っ た｡ 植物材料として ､ 発芽後 14日目の L. albus､ L. hI
-
r s utus､
Russ e=upin(L･ polyphyIIus xL. a rbor eus)の葉 ､ またこれと別に､ 膝 軸およぴ根
を用 いた ｡ i hirsutus につ いては遮光条件下で生育させたもの の全部分(根､ 膝 軸､
子葉)も用いた(Tab十e 5)0
その 結果 ､ L. hI
'
r sutusの腔 軸および根から弱 いLD C活性が検出されたが ､ その他
のもの につ い ては検出されなかっ た｡ 原因として ､ LupI
'
n u s属植物中の LDC比活性
が低い 出 ＼うこと､ そして ､ 発現量 が少ないということ等が考えられる. これらの こと
から､ LupI
'
n u s属植物はL D Cタンパク質を精製するにあたり､ 植物材料としては適さ
ないと判断した｡
Table 5. L D Ca ctivitie sjn Lupl n u SP-a nts
PJants
Spe cific a ctivity
(nm oI14c o2 mg
‾1 hrl)
Le af Root a nd HypocotyI
L. albus
L. hirs utu s
L hirsutu s(etio[ated)
Rus s e]Iupl n
N. D.
★
N.D. *
N. D. ☆
N . D.
☆
3.58
N. D. ☆
(inc[udingc oty[edon)
N. D.
★
★
:n otdetected
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2.2.2 G]y cin em a x(ダイズ)からの L9_8__担皇
Table 6. Sum m a ry ofpu rific atio n of L D C fr o mG lycin e m a x
pu rific atio n step
P
F%e,in (n m .S
tgvit2yhrl,
Sp
(
e
n
h
C
mL
f
;;:
a
;7
ity y
(
i
o:o
l
,
d
Pu
(
;;
f
f
C
:
a
;
i
r
n
1. Cr ude e xtr a ct 1 702
2. 2 0･4 5%
(N H4)2S O4
3. 4 5･65%
Ac eto n e
4. D E A E･
Sephar o s eFF
L D C ODC L D C O D C L D C O D C L D C O D C
I O51 8 90.1 0.88 2 0.52 3 1 0 0 1 0 0 11
4 95.1 31 59 1 079 6.38 2.18 21 0 1 21 7.23
x2 溺息
88.3 1 4 22 42 2.1 1 6.1 4.7 8 94.7 47.4 18.3
賞巧▲革0i
31･4 75 9･9 2 51･2 24.2 8.02 50･6 2 8L2 2 7･4
4.1 7
x 2･巧9息
9.1 4
x 瑠･67息
1 5.3
本節で は､ G. m ax を材料として L D Cタンパク質の部分精製を行い ､ その 内部アミ
ノ酸配列をもとにして G. m a xよリL D C遺伝子をクロ ー ニ ングしたの ち､ 同じマメ科植
物である Lup/
'
nu s 属植物より L D C遺伝子を単離することを目的とした研究を行っ
た ｡
G. m a xからの L D Cタンパク質精製は､ 既 に報告されている方法 【5 3]に基 づき､
一 部方法を改良して行 った ｡ また ､ t+ジンと構造が類似して いる化合物としてオルニ
チン(Fig. 17)を基質として用 い ､ O D C活性も同時に測定したo その 結果 ､ L DC､ およ
び ､ O DC 比活性の 上昇度は各精製過程を通じて 同等で あっ た(Tab一e 6)｡ 更 に､
D E A E-Sepha r o s eにより分離された画分 の L D C､ および､ o D C両活性が同様の溶
出パタ ー ンを示すことを見出した(Fig. 18)0
これらの結果よリ G. m a xにおいて は､ 構造の類似した化合物を基質特異性によ
り認識し､ LD Cおよび O D C活性を有する同 一 のタンパク質が存在する可能性が示
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Figu re1 8･ L D Ca nd O D Cactivitie s ofs epa r atefr a ctio n sfr o mpu rific atio n of
S oybe a nLDC byD E A E･Sepha r os eF F
The protein solutio nfro mpurificatio n ofsoybe a nL D Cw a s s epa rated byD E A E-Sepharo s eF Fwith
a一in ergradie ntof50 to4 00m M ofpota ssiu mpho sphate buffer(pH 8.5).
唆されたo また ､ 植物において O D Cが L D C活性を有するという報告もあるo N.
gM in os a由来 O DC は､ オル ニ チン､ または､ 1J ジンの それぞれに対して ､ 異なる至
適 pH条件下において 同程度の 脱炭酸活性を示すことが明らかとなっ ている【55]｡
現在もG m a xカ1らのL DCタンパク質の精製を進めているところであるが ､ 完全精
製､ および ､ 内部アミノ酸配列の決定には至っ ていない ｡
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2.3 2也
第 2 部において は ､ マメ科植物よりL D Cの機能に関する基礎的研究を行っ た｡
キノリチジンアルカロイドを含む数種類の ルピナス属植物につ いてL D C活性の測
定を行っ たが ､ いずれも比活性が極めて低いことが判明した｡ また ､ G m a xを材料
として LD Cタンパク質の精製を行っ たところ､ L D C､ および､ o D C活性を有する同 -
の タンパ ク質が存在する可能性が示唆された｡ これは ､ 構造の頼似した化合物を基
質特異性により認識することによる機能と考えられ ､ 今後の植物 L D C研究における
有用な知見が示された｡
- 40 -
蓋旦.塾
皇 地 表去皇也量
遺伝子群のプロファイリング
左L_盤畠
LupI
'
n u s a ngu stifo/I
'
us において は栽培変種として ､ キノリチジンア ルカロイドを多く
含む ”Bitte r''品種(c ultiv a rFe st)と. 含まない
”
Sw e et
”
品種(c v. Uniharv e st)が存在し､
キノリチジンアルカロイド生合成の制御 やメカニ ズム を理解する上で有用な比較モデ
HBittor‖ fo rTTl(C ultiv a rPe st
J'Sw e et
' '
fo r mlc ultiy ar Uniha rv est
Figu r e19. i. a ngustifoliu s
' 'Bitte r” a nd - -Sw e et” fo r m
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ルである[1 4] [61 (Fig. 19)｡ 両者は種子 ､ 発芽初期の個体､ および ､ 枯死段階の葉
に
”
Biter
''
品種に赤色色素の沈着を認める他は形態的な差異を伴わない ｡ また ､ 発
芽後より観察される''Bitte r”品種の赤色色素は成長と共に退色する傾向にある｡ 従っ
て ､
”
Bitter
”品種 どSweet”品種 におい て特異的に発現して いる遺伝子群を網羅的に
プロファイリングすることによっ て ､ ア ルカロイド産生に特異的に関与して いる遺伝子
群を同定できると考えた ｡
この ､ 両者のうち 一 方におい ての み特異的に発現してい る遺伝子群のプロファイ
リングは ､ PCR- select CDNA subtra ctio n法により行っ た(Fig. 2 0)｡ この 方法で は ､
目的とする方(Tester)の cD N Aに 2 種類の アダプタ ー を別に結合させ ､ 差し引く方
(Driver)の cD N Aとの ハ イプリダイゼ - ションを行うことにより､ 均 一 化された Te ste r
特異的な cD N A フラグメントを得ることが出来る｡ 次に､ 得られた cD N A フラグメント
を鋳型として､ アダプタ ー 特異的なプライマ ー を用いて P C Rを行い ､ これをサブクロ
ー ニ ングする｡ そして ､ ドットプロットり＼イブリダイゼイションにより擬陽性クロ ー ンを
除くことで ､ 最終的にTe ste r特異的なクロ ー ンの みを選抜することが出来る.
キノリチジンアルカロイド生合成系は H MT/H LT､ LDC の 他に､ カダベtJ ン環化酵
素､ ルピニ ン型ア ルカロイドアシル転移酵素､ そして ､ 水酸化修飾等に関与する酵素
群によっ て触媒されて いるもの と考えられる(Fig. 2). これ までの辞素学的研究 ､ 代
謝物分析によっ て ､ ”Bitte r”品種 どSw e et”品種 におけるキノリチジンアルカロイド生
合成系の最も大きな遠い は ､
”
Sw eet
”品種にお けるカダベリン環化段階の 阻害で あ
ると考えられている【14】【60】｡
第 3部においては､ PCR- sele ctCD N Asubtra ction 法により､ L. angu stifol/
'
u s
の
”
Bitte r
”品種どSw e et”品種それぞれにおい て特異的に発現している遺伝子 のプロ
ファイリングを行っ た｡ 同プロファイリングによリキノリチジンア ルカロイド生合成に特
異的に関与していると考えられる新規候補遺伝子を選抜し､ これらによりコ ー ドされ
る酵素の キノt+ チジンアルカロイド生合成における機能につ いて説明する｡
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Figure 20. Su m m a ry of PCR･ s ele cts ubtr a ctio n
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3.2ヨ
P C R- s ele ct CD N Asubtr actio nの 結果 ､ L. angustI
'
foI/
'
us
"
Bitte r
”
品種に特異的に
発現している遺伝子として 71､ また､ ”Sw e et''品種特異的なものとして 43 の cD N A
フラグメントを得た(Table 7Jable8)0
”
Bitter
”品種 において特異的に発現していた遺伝子 のうち, 特にキノリチジンアル
カロイド生合成に関与する可能性が比較的高いと考えられる候補遺伝子として は ､
鋼含有型アミン酸化酵素､ オル ニ テン脱炭酸酵素(Ornithin edecarbo xyla s e, O D C)､
そして ､ H M T/H LTとは異なるタイプのアシル転移酵素をコ - ドするホモログを3種類
得た｡ 一 方 ､
”
Swe et
”品種特異的なもの のなか には ､ 直接キノリチジンアルカロイド
生合成に関わる可能性が高いと考えられるもの は見出されなかっ た ｡
以下 ､ P C R- s ele ct CD N Asubtra ctio nにより明らかとなっ だ'B 汁te r”品種年寺異的に
発現して いる遺伝子群のうち､ 特 にキノリチジンアルカロイド生合成に関与して いる
可能性が高いと考えられる上記 3 種類の候補遺伝子につ いて ､ そのキノリチジンア
ルカロイド生合成における機能を説明する｡
- 4 4-
Tab)e7･ L･ a ngu stifoliu s= Bitte rけ fo r m spe cific CD N A fr agm e ntside ntified by
P CR･ Se-e ctCD N As ubtr a ctio n
Nu mb㊤r of
fr agm ¢ntS
4
3
1
5
1
2
1
2
3
5
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
4
Annotation
Coppe r a min e oxida s e
OrnitMn ede c a rboxy[a s e(O D C)
Acy)tra n sfe r a s e
P･450e nzym e
G C N 5-re)ated N･ a c etyJtr a n sfe r a s e
α/βhydr ola s ¢
Caffeic a cid3･ 0･ m ethyJtr a n sfe r a s e
Nu c[e otide suga r epim e r a s e
Este r a s e
2■-hydr o xyjs oflavone/dihydr ofla v o n ofr edu cta s e
Amida s e
T hioトdisd fideinte r cha ngepr otein
Manga n e s e s upe r o xjdedjs m uta s e
Pr otein synthe sisinitiatio nfa cto r4 G
U 5s m allnucle a r rjbo n u cle opr otein, a nR N A helic a s e
Re c epto r･Jikepr oteinkin a s e
S¢r/T hrkin a s o
D N A binding protein E R E B P･3
Le u cin e zJPPe rProtein
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Table8. i. a ngu stI
'
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Nu mber of
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2
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
3
1
1
1
1
1
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1･ 銅含有型アミン酎ヒ酵素遺伝子ホモ ログにつ いて
鋼含有型アミン酸化酵素は､ カダベリンの 一 方の アミノ基をアルデヒドへ と酸化し､
アミノ基の アルデヒドへ の 求核反応により生成するピペリデインの 生合成に関与する
ものと考えられる(Fig･ 21)｡ カグベリン環化反応によるキノリチジンアルカロイド基本
炭素骨格生合成のメカニ ズムに関する詳細は未だ明らかになっ ていないが ､ このカ
チオン中間体ピペリデインを経由したキノリチジン環生合成経路が 一 般的に提唱さ
れている【11】｡
(
””2 Cop per
arn事n e o xida se
Ps
NH2 N H2
Cada v e rin e
” CN･
Pipe ridein e
CycII
'
z aLio n
- - - - - ･･ ･･ ･■ -
～
Quin oHzdine
alkalojd
Figu r e21･ Propo s ed bio synthe sis ofpipe rjdein e c at!yz ed
by c oppe r a mjn e o xida s e
例えば同様に､ カダベリンより炭素数の - つ少ないプトレスシン由来のトロパン ､
ニ コチン【62】､ ピロリチジンアルカロイド【11]の 生合成においても､ アミノ基の アルデヒ
ドへ の 酸化後の 反応により生成する､ 各カチオン中間体を経由するものと考えられ
ている(Fig. 22).
従っ て ､ 今回得られた銅含有型アミン酸化酵素遺伝子ホモ ログは ､ キノJJ チジン環
の 形成に関与するカダベリン環化酵素遺伝子である可能性が高いものと考えられ
る｡
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2. O DC 遺伝子ホモ ログにつ いて
o D Cはリジンの脱炭酸を触媒し､ カグベリンの生合成に関与するもの と考えられ
る(Fig. 17). O D C の本来の 基質で あるオルニ チンはリジンより炭素数が
一 つ少ない
頼似した構造をしており､ その 脱炭酸反応により､ カダベリンより炭素数の
一 つ 少な
いプトレスシンが生成する｡ 従 っ て ､ 第 2 部におい て説明した様に ､ 今回得られた
o D C遺伝子ホモ ログによりコ - ドされる酵素は､ リジン ､ および､ オルニ テンの類似
した構造を基質特異性により認識することにより､ 1+ジンの 脱炭酸反応を触媒してい
るもの と考えられる｡
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3. ‖M T/H LTと異なるタイプの アシル転移酵素遺伝子ホモ ログにつ いて
O H
Lup旨nine-ty pe
もi:
OH
R:H
pICo u m a r oyト
R:O C H3
Fe r uloyト
Figu r e231 Bio synthe sis of Lup- n n e･type e ste r c atay之ed byacyltr a n sfe a s e
一 ■
”
Bite｢
'
品種特異的に発現していたア シル転移酵素遺伝子ホモ ログは ､ スバ ルテ
ィン/ルパ ニ ン型アルカロイドエステル の 生合成を触媒するHM T/H LTとは異なるアミ
ノ酸配列をコ ー ドしてい たo また ､ Lup]
'
n u s属植物はスバルティン/ルパ ニ ン型アルカ
ロイドエ ステルの ほか に､ ルピニ ン型アルカロイドが芳香族アシル化されたもの を含
有する(Fig･ 2､ Fig. 23). 従っ て ､ 本アシル転移酵素遺伝子ホモログは ､ ス バルティ
ン/ルパ ニ ン型 で はない ､ もう 一 方の ､ ルピニ ン型芳香族エステルの生成に関与する
アシル転移酵素をコ ー ドするものと考えられるo
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3.3 3部
第3部において は､ i a ngu stifoI/
'
u sの栽培変種でキノリチジンアルカロイドを多く
含む”Bjtte r”品種と､ 含まない "Sw e et''品種を用 いて ､ キノIJ チジンアルカロイド生合
成に関与する新規遺伝子群の 同定を目的とした P C R-select CD N As ubtra ctio nを
行い ､ それぞれ に特異的に発現して いる遺伝子群をプロファイリングした ｡
その 結果 ､
”
Bitte(
'
品種特異的に発現しているものとして 71､
"
Sw e et
”
品種特異的
なものとして 43 のcD N A断片を得た ｡ ”Bitte r”品種特異的に発現している遺伝子のう
ち､ キノリチジンアルカロイド生合成に関与する可能性が比較的高いと考えられる候
補遺伝子として ､ 銅含有型アミン酸化酵素､ ODC､ そして ､ H M T/H LTとは異なるタイ
プの アシル転移酵素､ をコ ー ドするホモ ログを3種類得た｡
また ､ 今回は候補遺伝子として挙げなか っ たその他の遺伝子につ い ても､ キノリチ
ジンアルカロイド生合成の制御やメカニ ズムの解明が今後更に進むことにより､ 候補
遺伝子として再検討される可能性が十分に有り得る｡ 今回得られた成果によっ て ､
キノリチジンア ルカロイド生合成に関する分子レベ ル での総体的な理解が進展する
ものと期待できる｡
- 5 0-
度盛
第1 部では､ Lup/
'
n us 属植物よリ H M T/H LT遺伝子を単離し､ その 機能解析を行
つ た｡ H M T/HLJ遺伝子は､ キノリチジンアルカロイド生合成に関わる遺伝子としては､
世界で初めての遺伝子として単離された｡ また ､ チグロイル転移活性を持つ 遺伝子
としても世界で初めての遺伝子である｡
第2部では ､ マメ科植物より､ キノJJ チジンアルカロイド生合成の初期段階､ およぴ､
カダベリン生合成に関与するLD C の機能に関する基礎的研究を行っ たo
第3部で は ､ P C R-selectCDNA s ubtra ction によりキノリチジンア ルカロイド生合
成に特異的に関与していると考えられる遺伝子群のプロファイリングを行っ たo 同プ
ロファイUングにより単離された候補遺伝子 の機能解析により､ キノリチジンアルカロ
イド生合成のメカニ ズム や制御の 更なる解明が今後進展していくものと期待できる｡
本研究によリ漸くキノリチジンアルカロイド生合成に関する遺伝子レベルでの 研究
がスタ ー トした｡ 本研究より得られた様 々 な知見を礎として ､ アルカロイド生合成に関
する分子生物学的 せ 化学的研究が今後更に進展していくもの と期待しているo
- 51-
謝辞
本研究を遂行するにあたり､ 終始御懇篤な御指導を賜りました千葉大学大学院薬
学研究院遺伝子資源応用研究室 の斉藤和学教授に心より感謝致します0
また ､ 本研 究中に多くの貴重な御助言 ･御協力を戴きました千葉大学大学院薬学
研究院遺伝子資源応用研究室の 山崎真巳助教授､ 野路征昭助手､ 平井優美博士 ､
荒川雄 一 郎様 ､ かずさ D N A研究所の鈴木秀幸博士に厚く御礼申し上げます.
また ､ 本研 究を遂行するにあたり様々 な形で御指導 ､ 御支援､ そして ､ 御協力戴
いた ､ 星薬科大学薬学部名誉教授 ･ 高橋朋子先生 ､ 徳島文理大学理事長 ･村 崎正
人先生､ 同香川薬学部教授 ･ 関 田節子先生 ､ 同助教授 ･ 代田修先生､ 社団法人熊谷
薬剤師全会長 ･ 富岡清先生 ､ 同総薬局長建林愛遣先生 ､ 医療法人河野医院理事
長 ･河 野薫先生 ､ 同院長 ･ 河 野周 一 先生 ､ 有限会社戸 田薬局社長 ･ 小野昌
一 先生 ､
医療法人八潮病院薬剤師 ･ 吉沢寿史先生､ 有限会社 エステイファ ー マシ ー 社長 ･ 白
水典子様に厚く御礼申し上げます｡
また ､ 払 の 家族､ 父 ･ 岡 田 一 男様 ､ 母 ･ 岡 田典子様､ 妹 ･ 岡 田梓様に心より感謝致
します｡
最後に ､ 本研究に様々 な形 で協力して頂 きました千葉大学大学院薬学研究院遺
伝子資源応用研究室 の博士研究員､ 大学院生 ､ 四年生 ､ 非常勤職員の皆様をはじ
めとする全ての方々 に心 より御礼申し上げます｡
- 52-
の部
1 也 に る
= . 植物材料
LupI
'
n us albusの種子は Osam a BashirAbde川 a=m 博士(Ma n s o u raUniversity,
Egypt)より提供して讃凱＼たo 各植物の種子を/ ト ミキュライトに蒔き､ 人工気象室内､
温度 25℃ にて生育させたo
1･2･2･6節にて用いたArab/'dopsI
.
SthaI/
'
an a(シロイヌナズナ)は､ ムラシゲ･ スク ー グ
培地上で ､ 人工 気象機内220c の 条件下 ､ 無菌的に生育させた｡
1･2. 就薬
(-)-1 3α -ヒドロキシマ ルチフロリン ､(＋)-1 3α -ヒドロキシルバ ニ ンの 各アルカロイドは､
当千莫大学大学院薬学研究院遺伝子資源応用研究室において抽 掛 橋製されたも
の を用いた ｡
チグロイル ､ ア セテル ､ プロピオ ニ ル ､ 2- ブテノイル ､ および､ ベ ンゾイル CoA は
Sigm a- Aldrich(St. Lo uis, M O, U S A)より購入したo
1･3. L. albu sからの H M TIH LTタン/てク質の精製
全ての精製過程は 4℃で行 われ た｡ H M T/HLT を精製するため ､ 試料として 13 日
齢の L･ albu sの 根､ 膝軸､ およぴ ､ 上肢事由を2.4 7kg 用い た｡
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試料を Buffe rA(20 m M s odiu mphosphate【pH 7.0】,1 0m M 2イne rCaPtO etha n oI,
1.5 Ma m m o niu m s ulfate)中で粉砕後､ 抽出液を得た. 遠心後 ､ 得られた上清の体
積に対して(N H4)2S O4 を 30% の濃度になるように加えた｡ 遠心後 ､ 得られ た上清の
体積 に対して(N H4)2S O4を80 % の濃度になるように加えた｡ 遠心後､ 得られた沈殿
を Bu肝erA に溶解した｡
次 に ､ Bu汗即 A にて ､ ButytF F(Ame r sha m)カラム を平衡化した後､ 流速 0･8 ml
min
-1 にて(N H4)2S O4濃度を1.5 Mから1.0 Mまで直線的に増加させ つ つタンパク
質溶液を溶出させた｡
次 に ､ 得 ら れ た 酵 素 活 性 を有 する 画 分 を ､ Buffer B(20 m M sodiu m
phosphate【pH 6.3], 10 m M 2- m ercapto ethanol)にて平衡化した Superde x2 00pg
(Am ersham)カラムにより､ 流速1.0 m]min
-1 にて溶出させた .
次 に ､ 得られ た酵素活性を有する画分を ､ Buffer B に て平衡化した S P
sepharo s eX L(Am e r sha m)カラム により､ 流速 2.0 mlmi什
1 にて NaCt濃度をO M
からo.5 M まで直線的に増加させ つ つ 溶出させた｡
次に､ 得られ た辞素活性を有する画分を､ Buffe rB にて平衡化した Supe rde x
200 H R(Ame r sha m)カラム により､ 流速 0 3 mlmin
l にて溶出させたo
次に､ 得られ た酵素活性を有する画分を､ Bu肝er B にて平衡化した R ES O U R C E
s(Am ersha m)カラム により､ 流速 4.0 mlmin
‾1 にて NaCt濃度をO Mから0･5 M ま
で直線的に増加させ つ つ 溶出させた｡ ここで得られた酵素活性を有する画分を､ 最
終精製画分とした｡
タン パ ク質の 定量は Bradford 法【63]に基 づい て 行 っ た ｡ 溶液を Co o m a s sie
Bri]lia nt Blu e G 250(BioRad Protein as say solutio n) (Bio - Rad, He rcules, C A,
u.s.A.)にて染色後､ 0.D.59 5n m にて測定した値を用 いてタンパク質濃度を算出したo
タンパク質検量線の作成には B SA を用い た｡
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1･4. 内部アミノ敢､ およぴ､ N 末端アミノ酸配列の決定
1-3･より得られた最終精製画分を S DS-PA G E(12.5 %アクリルアミドゲル)により
分析し､ メジャ ー な/†ンドとして観察された 25､ 30､ 6 0kDa の ペプチドにつ いて ､ 内
部アミノ酸配列解析を行 っ た ｡ トリプシンに よる in-gel digestio n の 後 ､ T S KgeI
O D S-80TsQA(210x250 m m)カラム(T O S O H,Tokyo,Japan)を用 いた H P LCによ
り､ 流速 0.2 ml minql にて ､ 0.1 % Triflu o roacetic acid, T FA存在下アセトニトリル濃
度を 0 %から90 %まで直線的に増加させ つ つ 分離した｡ 分離したペプチドのアミノ酸
配列解析には ､ Procis e494CLC(Applied Biosystem s, Fo ste rCity, C A, U S A)､ ま
たは､ He w]etトPacka rd GIOO5A(He wlet Pa ckard, Pa)o Alto, C A, U S A)を用い
た｡
1-5, R N A抽出
播種後1 0日齢の L･ albu sの根より､ R NeasyPla nt Min Kit(QfA GE N, Hi暮de n,
Germ any)､ または ､ T RJz oJ Re age nts(In vitr oge n, Ca rlsbad, C A, U S A).を用 いてト
ー タル R N Aを抽出したo m R NA の精製には､ mR N A Purificatio nKit(Am ersha m)
を用いた｡
1･6. R T･P C R
逆転写酵素 A M V Rev e r seTra n scripta seX L(TaKaRa, O hts u,Japan)を用いて ､
OligodT-3site sAdapto rPrim e r(TaKaRa)存在下 ､ ト ー タル R N Aより 一 本鏡 cD N A
を合成したo
1-4
. において 明らかとなっ た 25 kDa ペプチドの 内部アミノ酸配列よりデザインした
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縮重型プライマ ー(P25 K-1 F, 2 F, 3ト1)と､ OIigod T-3sitesAdapto rPrim er に対して
相補的塩基配列を有する3sites Adapto rPrimer(TaKaRa)とを用いて P C Rを行
`
っ
た｡ P C Rには ､ Pyr obe st(TaKaRa)､ または､ Ex Taq D N Apolym e ra s e(TaKaRa)
の各酵素を用 い ､iCycle rtherm o cycter(Bio - Rad)にて反応を行っ た ｡
P 25 K-1 F: G A R YT N G AY G AY Y T N TT YA A(correspo nding to the a mino a cid
s eque n c e of E L D D LF K)
P25 K-2 F: G AY G T N G A YTT Y G G N T G G G G N A A(corre spo nding to the amin o
a cid s eque nce ofD V DFG W G K)
P25K-3 F-1: C C N W S N TAY TT YT AYA A Y G A(c o rr e spo ndingtothe a mino a cid
s equ e n ce of PS Y FY N D)
続いて ､ 得られた P C R増幅産物を鋳型として ､ P2 5K-1 F､ 2 F､ 3 F-1 プライマ ー と､
これらに対して相補的な塩基配列を有するP25K-1R､ 2R､ 3 R-1プライマ ー とを用い
た n ested P C Rを行 っ た｡
得られ た増幅産物は pT 7BIu eT- v e ctor(No v age n)にサブク口 - ニ ングした｡
1･7. L. albu s cD N Aライブラリ ー の作成
mR N Aからの 2本鎖 cD N A合成は cD N A Synthe sis Kit(Stratage n e, LaJo”a,
C A
,
U S A)により行 っ た. cD N A のサイズ分画は cD N A Siz eFra ctio n atio nCoJu m n s
(lnvitroge n, Ca rlsbad, C A, U.S. A.)によリ行っ た ｡ 九ZAP” ベクタ ー ア ー ムとの 連結
は Z A P-CD N A Synthesis Kit(Stratagene)によリ行っ た ｡ 生成したコン力テマ ー の in
vitr oパ ッケ ー ジングは Gigapack ‖ PackagingExtr a cts Gold(Stratage n e)によリ
行っ た o 合計で1 00万プラ ー クの 力価を持つ cD N Aライブラ]J - を作製したo
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1.8. L. albus cD N Aライブラリ - の スクリ ー ニ ング
N Z Y培地(13.5x9.5 c m)1 プレ - トにつき､ 5.OxlO4プラ ー クを形成するようにファ
ー ジを37℃ にて培養したo スクリ ー ニングは2.OxlO5プラ ー クに対して行っ たo プラ ー
クの転写 には Hybo nd N＋(Am e rsham)を用いた｡ 1-6.よリ得られた特異的増幅産
物を Rando m Prime rD N A Labeling KitVc r.2(TaKaRa)により32p標織し､ これを
スクリ ー ニ ングのプロ ー ブとして用 いた｡ プロ - ブとの ハイプリダイゼ ー ションは650c
にて ､ 5×S SPE(50 m M s odium phosphate[pH 717],0.9 M NaCJ, 5 m M EDTA)､
0･5 % S D S､ 5×デンハ ルト溶液､ 20pg pr
l
サケ精子 D NA の溶液中､ - 晩行っ た
【64】｡
また､ メンプレンの洗浄は650c にて 0.2xS S P E､ 0.1 % S D S中で行っ たo オ - トラ
ジ オグラフ イ - は S T O R M 860(Am e r sha m)､ ま た は ､ B A S-2 000 ‖(Fujjfilm ,
Mina mia shigara,Japan)にて行っ た.
1･9. 5
'
･ R A C E
5-- Fun RA CE Co r eSet(TaKaRa)によリ行っ た.
= 0. 塩基配列 ･ アミノ酸配列解析
塩基配列 の シ ー クエ ンシングは ､ Dide o xy- chain te r min atio n 法 により行っ たo 得
られた配列の相同性検索は､ BLA S T2 により行っ た｡ また､ 分子進化系統解析には
D N A Spa c eVe r･ 3･5(H】TA C HI Softw are, Tokyo, Japa n)を用い ､ C LU STAL VV ア
ルゴリズム を利用して行っ た｡
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= 1. 組換え ‖MTIH LTタンパ ク質の発現､ およぴ, 精製
P C Rにより､ 以下 に示したプライマ ー を用い て ､ H M T/H LTをコ ー ドする O R F領域
の 両端に β∂mH lサイトをもつ ようにフラグメントを作成した｡
BamH) F, C G C G G AT C C AT G G CT C C C C A A A CT CA AT CT CT A
Ba mH] R
,
C G C G G AT C C T C AAA G T G T G A C C T TA ATATTT G
生成したフラグメントを G S Tタグ融合型発現ベクタ ー pG E X-6 P-2(Am e r sham)の
BamH Iサイトに導入したo 構築後 の ベ クタ ー pG E X-H M T/H LTを用 いて , E. co/i
B L21 の形質転換を行っ た｡ また､ 酵素活性測定のネガティブコントロ ー ルとして ､ 外
来塩基配列を導入してい ない e mpty PG E X-6 P-2を用 いて E. c oli B L21 の形質転換
を別に行っ た｡
形質転換後の E･ c o/I
'
B L21を､ 3 7から200c､ 2xY T- アンピシリン(100 pg mr
l
)
にて培養した o 0.D･6 00=0.7-1.0 まで培養し､ 0.1 m M is opr opy]P心thiogaJacto side
を添加して組換えタンパク質の誘導を行 っ たo その 後､ 更 に20oC にて6 時間から 一
晩培養した｡
培養後､ 遠心 により集菌し､ これを1xpho sphate buffe r eds alin e, P B S(140m M
NaC(
,
2･7 m M K C[,1 0m M Na2H P O4,1.8 m M K H2P O4[pH7.3])に懸濁した後, ソ
ニ ケ ー ションにより菌体を破砕した｡ 次に､ Trjtio nX-100を1 % の濃度になるように加
えた後遠心し､ 上溝を可溶性画分 ､ 沈殿を不溶性画分とした｡
可溶性画分からの組換えH M T/H LTの精製には ､ G S Trapカラム(Am ersham)を用
い た. また､ G S Tタグのin- colu m n除去にはPreScissio nProte a s e(Am e r sha m)を用
い た｡
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= 2. アシル転移活性測定
基質となるアルカロイドとして(＋13α -ヒドロキシマルチフロリン ､ および､(＋)-1 3α -
ヒドロキシル/ に ンを用いたo また ､ 基質となるアシル CoA 類として はチグロイル､ ア
セテル ､ プロピオニ ル ､ 2ブ テノイル ､ および ､ ベ ンゾイル CoA の 5種頼を用いた. 皮
応は以下の溶液中にて行っ た｡
反応溶液:
100m M pota ssium pho sphate(pH 8.0)､ 0.5 m M E D TA､ 1 m M D TT､ 0.15 m M
アルカロイド基質､ 0.15 m M アシル CoA､ およぴ､ 酵素溶液
反応は､ 300c にて 10-60 min 行っ たo 反応後､ o.6 7v oLのメタノ ー ルを加えて反応
を停止した｡ 反応 により生成するエステル型アルカロイドは H PL Cにより同定した｡
H P LC測定条件:
カラム:Mightys‖R P1 8 G P 150-4･6(5Llm)colu mn(K A N T O C H E MIC AL, Tokyo,
Japa n)
溶離液:1 5% アセトニトリル ､ 20m M s odiu mphosphate(pH5,5)
流速:0.5-1.0 m[/m舌n
検出【65]:13α -チグロイルオキシマ ルチフロリン,327nm
13α -チグロイルオキシ ルバ ニ ン,220nm
また ､ その 他の エステル型ア ルカロイドの検出には L C-PDA-E SI/M S分析を併用
した｡
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1･1 3. L C-P DA･ESl/M S分析
基質特異性の検討を行うため ､ 反応 により生成する各エステル型ア ルカロイドの 同
定 .定量をLC-P D A-E S]/M S により行っ た.
以 下の条件によリL C-P D A-E Sl/M S分析を行っ た｡
機器:
LC-P D A: Agilent H PL C 11 0 s e ries(AgiJe nt te chnologie s, Pa[o Alto, C A,
U S A)
E Sl/M S:Fin niganL CQ D E C Ama s spe ctro m eter(The r m oQuest, Sa nJos e,
C A, U S A)
カラム: Mightysil R P-1 8 G P 150-4.6(5トL m)c olu m n(K A N T O C H E MIC A L)
溶離液:1 5 %アセトニトリル a nd 0.1% T FA
～
/
'
#L#:0.5 mI/min
検出:∪Vphotodiode- a rray(P D A)dete ctio n
S heathga sfわrE SI/M S:Nitr oge n
Capi[laryte mpe ratu r e :320
0c
Cap‖aⅣ Vbltage:5.0 kV
Tube(en soffs et:10.0 V
Fulls c a n mass spe ctra:50to 1000m/I at 2s c a n s/
Tandem M San alysis:He一iu m as c ouisiongas
Norm alizedco”ision en e rg y:40% .
反応後の 生成物は､ 以 下の擬分子イオン【M＋H]
＋
を＋ESu MS により検出すること
により同定した｡
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13-チグロイルオキシマ ルチフロリン, 3 45
13-アセテルオキシマルチフロU ン, 3 05
13プ ロピオニ ルオキシ マルチフE]リン, 319
13-(2- プチノイル)オキシマルチフロリン, 331
1 3ペ ンゾイルオキシマ ルチフロリン, 3 67
1 3-チグロイルオキシルバ ニ ン, 3 47
13- アセテルオキシルバ ニ ン, 3 07
13プ ロピオニ ニ ルオキシル バ ニ ン, 3 21
13-(2ブ テノイル)オキシルバ ニ ン, 3 33
13ベ ンゾイルオキシルバ ニ ン,3 69
一 更 に､ これらにつ いてその フラグメントイオン【M -C5H702】
＋
を M S/M Sにより同定し
た｡
各アルカロイドに対する CoA 類の活性強度は､ M Sクロ マ卜グラム上の擬分子イ
オンピ ー ク面積を比較することによリ算出した.
1･1 4. G CIM S分析
BE BT活性測定後の反応性生物である安息香酸ベ ンジル(Be n zylbe nzoate)の 同
定は､【1 4】【26】に準じた方法により行われた｡
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1･1 5. ノ ー ザン解析
播種後 10日齢の L. albu sの根 ､ 膝軸､ 子葉､ 葉 ､ および､ 未展開葉よりト ー タル
R N Aを抽出した. それぞれ 40pg のト ー タル R N Aを､ 1.2%アガロ ー ス ･ ホルム アミ
ドゲル内､ 電気泳動により分離した ｡ Hybo nd N＋ (Am e rsha m)へ の転写後､
3 2
p 標
識プロ ー ブとの ハイプリダイゼ ー ションを 1-8. に示した方法で行った . メンプレンの洗
浄は 650c にて 0.5xS S P E､ 0.1 % S D S中で行っ た｡ オ - トラジオグラフイ - は1-8.
に示した方法にて行っ た ｡
1-1 6. サザン解析
L. albu sより､ DNe a syPla nt Min Kit(QIA G E N)を用 いてゲノム D N A の抽出を行
っ たo 20pgのゲノム D N AをBamH l､ および､ Ec oR Vによりそれぞれ処理した後､
0.8% アガロ ー スゲル内 ､ 電気泳動により分離した｡ Hybo nd N＋(Am e ｢sham)へ の
転写後は1-1 5. に準じた方法により行われた｡
1･17. 細胞内局在性実験
H MT/HLTタンパク質の N 末端 1 00アミノ酸をコ ー ドする塩基配列フラグメントを､
以 下のプライマ ー を用 いて P C Rによリ作成した.
S∂/I ド, A C G CG TCG A C 〝｢ G G C T C C C C A A A C T C A ATC T C
NcoI R, C AT G C C AT G G C TTCA C A G TA C AT CAA C C AT
このフラグメントを sG F P(S65T)融合型発現 ベクタ ー pT H-2 に導入したもの ､ およ
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び､ ポジティブコントロ ー ル ベクタ ー(第1 部 ､1･2･2･6 節参照)それぞれを1.0 pm 金
粒子と混合(2 pg vector/mg go一d)し､ パ ー ティクルガン HeJios Gen e- Gu nSyste m
(Bio - Rad)を用いて ､ 播種後 5 イ過齢の A. thalia n aを形質転換した ｡ 細胞内緑色蛍
光像は､ 蛍光顕微鏡により観察した｡
2 に る
2･1. 植物材料
LupI
'
n ushI
'
rs utu s. Ru sse=upin(L･ po/yphy/Iu s X L. a rboreus)の 種子 はそれぞ
れ ､ サカタの タネ( 秩)より購入したo L. albus の 種子 は第1部同様 Osa m aBashir
AbdeトHalim 博士より提供して戴い たもの を用 いた｡ 各植物の種子をバ ー ミキュライ
トに蒔き､ 温度 25℃ にて発芽後 14 日間生育させた ｡ これらを収穫後､ 葉､ またこれ
と別に､ 膝軸および根に分割して試料として用い た. また L hirs utu sにつ いて は､ 遮
光条件下において生育させたものも用いた｡
G/ycin e m a x(ダイズ)は種子を遮光条件下生育させたもの ､ い わゆる｢もやし+(栄
売元 ･ミヤジフ ー ズ( 秩))､ を購入して用いた ｡
2-2. 各 Lupin u s属植物からの粗タンパク溶液調製
全 て の 過程 は 4℃ で 行 わ れ た . 試 料 を BufFer C(200 m M pota s siu m
phosphate【pH 8･0】, 2 50 m M su c ro s e, O15 m M ED TA,10 m Mβ-メルカプトエタノ ー
ル)(3 mI/gfre sh w eight)とP VPP(0.1g/gfre sh w eight)中乳鉢内で粉砕後､ 抽出液
を得た｡ 遠心後､ 得られた上清の体積に対して(NH4)2S O4を2 0%の 濃度になるよう
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に加えた｡ 遠心後､ 各上清の体積に対して(N H4)2S O4を80 % の溝度になるように加
えた o 遠心後､ 得られた沈殿物をBufFe rD(50m M s odium pho sphate【pH 7.5], 0.5
m M E DTA)に溶解後､ Sephade xG-25 M(Amersham)カラム を用い て脱塩し､ これ
を用 いて LD C活性の 測定を行っ た｡
2-3. G. m ax からの LD C精製
すべ ての過程 は 4℃で行われた｡ 精製過程は既に報告されている方法【49】に基
づき､ 一 部方法を改良して行 っ た｡
試料としてダイズもやし250gをBufferE(50m M potas siu m phosphate(pH 8.5),
OL5 m M E D TA
,
1 0m Mβ-メルカプトエタノ ー ル)(1.5 mI/gfre sh w eight)とP V P P(0.1
g/gfre sh w eight)中で粉砕し､ 抽出液を得た.
遠心後 ､ 上清の体積に対して(N H4)2S Oiを20 % の濃度になるように加えた o 遠心
後 ､ 上清の体積に対して(N H4)2S O4を45 %の 濃度になるように加えた ｡ 遠心後､ 沈
殿物を Bu肝e rE に溶解し､ 透析用セル ロ ー スチュ ー ブを用いて Bu斤e rE 中で脱塩し
た｡
次 に､ -80℃ に冷却したアセトンを 45 % の濃度になるように加 え､ -8 0℃ にて 1 時
間保温した｡ 遠心後 ､ 上溝の体積に対して -80℃に冷却したアセトンを65 % の濃度に
なるように加え､ -80℃ にて 1 時間保温した｡ 遠心後､ 沈殿物を適量 の Bu肝e rE に溶
解後吸引しつ つ撹拝し､ 余分 のアセトンを除去した ｡
次 に ､ D E A E-Sepha r o se Fast Fro w を充填したカラム(2.6xlO c m, 50 ml)杏
Bu肝e rE で平衡化した後､ タンパ ク質溶液を添加した｡ Bu庁e rE による洗浄後､ 流速
o. 5 ml/min にて ､ BufFe rE中のリン酸カリウム濃度を5 0m M から400m M まで直線
的に増加させ つ つ タンパ ク質を分離 ･ 溶出させた｡ 分 取した画分 のうち､ Fig. 18 に示
した#26から#32までを混合したもの を部分精製の最終フラクションとした｡
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タンパク質の定量は1-3. に示した方法と同様に行っ た｡
2･4. L D C活性､ およぴ､ o D C活性の測定
L D C活性測定の 反応溶液は総容量0.5 mH=て以下に示す組成を用 いたo
50m M potas sium pho sphate(pH 7.5), 0.5 m M E D TA, 5 m M D TT, 4m M L-
U･}>, 42 A kBq/mL L[U -
1 4
c]1J･}>, 0.2 m M PL P
また､ O D C活性測定の 反応溶液は総容量 0.5 m=こて以下に示す組成を用い た｡
50m M potas sium phosphate(pH 7. 5),0.5 mM E D TA,5 mM D T4 m M レオル
ニ チン, 3 9.0 kBq/mLL-[∪-
1 4
c】オル ニ チン, 0.2 m M PLP
酵素活性の測定は 37℃で 1-2 時間反応後､ 5% H C10 を500Ltl添加して反応を
停止させた後､ 再度37℃で1 時間保温し､ この 間に生成する14c o2ガスを捕捉した｡
捕集剤はSo[u e ne-3 50(0･5 Mqu e rten a rya mm o niu mhydroxide/to暮u e ne)(Perkin
EIm e r
,
Weuesley, M A, U S A)を用い ､ これを濃紙に50LLl浸したもの で捕捉した. 捕
捉した14c o2ガス は液体シンチレ ー ションカウンタ ー により定量したo 液体シンテレ 一
夕 ー と し て 0･4 % 2,5-diphe nylo xaz o[e, 0･0 5 % 1,4-bis[2-(5-pheny[o xaz oyI)]
be n ze n e/to)u e n eを用いた｡ L DC､ および､ o D C比活性は1 時間あたりに捕捉した
C O2の モル数を試料溶液のタンパク質量で除した値として表した｡
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第 3部に関 る
3･1. 植物材料
L. a ngustI
'
foII
'
us c ultiv ar(cv.) Pest(
”
Bitte｢
'
品 種)､ および ､ c v. uniha r v e st
(
”
Sw e et
” 品 種)の 種子 は ､ Cotin Smith博 士(Crop Impr o v e m e nt Institute,
Austr a=a)より提供して戴い たもの を用い たo これらを播種後1 0日間生育させたもの
実験材料として用いた ｡
3･2, R N A抽出
1-5. に順じた方法により行 っ た｡
3.3 P C R. s e一e cts ubtr a ctio n
''
Bittef
'
品種､ および､ ''sw eet”品種よりそれぞれト ー タル R N Aを1 mg 抽出し､ 以
下 cD N Aフラグメントの クロ ー ニ ング ､ および､ 陽性クロ ー ン の 同定 まで を B D
Bios cienc e sCJontech(SanJo s e, C A, U S A)社に委託して行っ た(第3部､ 3-1 節参
照)0
3.4 塩基配列 ･アミノ酸配列解析
1-10.に聴じた方法によリ行 っ た.
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P/a n(C d lP如i(,l･ 46(1):2 33-2 4 4(2005)
do主:1()･1()()3/pep/pciO2 1, a v ailableo nlin e atw w w･pcp･ oumo u m l as･o rR
J S P P @ 20 0 5
M ole c ular C ha r a cte riz atio n ofa No v elQuinolizidin eA lkaloid
0-Tigloyltr a n sfe r a s e :cI)NA Clo ning, Catalytic Activib, ofRec o mbin a nt
Pr otein and Expr e s sio n Analysisin LupLn u SPla nts
●
TaketoOkada I,3
,
M as a miYokota Hir ai1,2･3I HideyukiSuヱukiI,4† M a miYa ma2 akiIa nd Kaz ukjSaito ]72,5
IDer- tm entq/Mole c u/a rBio/()gya nd BL
･
ote chn olaw･ Gradu ateScho o/(2/
.
Pha rm a c e u(L
･
c a/ ScEe n c es･ ChL
･
ba Un L
I
v e叫 KIhiba,Japa 〃コc R EST(dJapa nSc)
･
e n c e a nd Te chn o/o紗 AgL
,n ay(JS r)･ 物 of- OhoI-33･]n age- 也 . ChL
･
ba, 263-852 2 Japa n
A J” Vel acyltm nsfe m se co m mitted to thefinalstep of
quinolizidine alkaloid biosynthesis, tigloyl･CoA:(＋13α-
hydroxym ultinoril”/(＋)-13α-hydr oxylup 細in e 伽igloyl-
tr a n sfer ase･ h s been purified fr om LLFPirz〟s qLbus. The
internal a mino acid seque n c es were deter mined withpro-
te as かdigested fmgm ents of 25 and 3 0k Dat” ndsl alo w l咽
●
de sign ofprim ers for amplifI CatioI川 fCD NA fr咽 m entS by
polym e m se chain r e a ction ･ Using a - mpli61ed 触gm ent&s
the pr obe, a rull･ engthCDNA clo n ew asisolated･ Sequenc e
棚 alysis reve al dthatthe CD NA e nc odes aprotein of 4 53
a min oacids witha m olecul孔r m ass Of5l･2 k I)a･ Phylo酢-
rtetic 納 aly由 of the dedu ced amin - cid seque ncesindト
c ated that this albloidacyltm nsfbrasebelo ngsto - nlque
■
s ubra mily of a pl州t aCyトCoA･depende nt aeyltm nsferase
ge nefamily･ The CD NA w as expre M ed inbacte rialcens 舶 a
re c o mbin a nt protein ftJS ed to glutathio neS-tr仙 Sfe r且Se.
T hefusion protein w as afrlnity puri fied and cle av ed toyield
the re eo mbina nten 2ym e for the study ofcatalytic proper -
ties･ T he recom bina nt e nzym e catalyヱed the acyltm nsfer
re acdo mfro mtigloyl-CoA to (＋13a-hydro xym ultinorine
and (＋)-13α -hydroxyltlPa nine. Be n 2 0yl･ CoA c otld also
serv e effic ently as a nacyl do n o rfor thesehydroxyh ted
alkAloids･ R NA blot a n aly由 sug gested that the ge ne W as
e xpressedin r ots 乱nd hy poc otyls butn otin cotyledo ns and
lea ves･ T hes er esults indicated that this specialized acyl-
tm nsfe m se,isoh ted fo rthe First tim eastigloyltratlSfer a se
from nattl relis c om mi tted to coJltrOl the qtlin oh2:idine alka-
loidpatter耶 in atiss u e-spe ci 6c m an n e r.
Keyw o rds:Acyltransferas e - Alkaloid
Lupinu s a[bu s
- TigloyltransfTer as e.
HMT/H L T
A bbre viatio ns:DEPC,diethylpyro c arbo n ate;G S T,glut dhio n eS-
tran sfe ras e;H M T/ HIX,tigloyl-CoA:(＋I3α -hydro xym ultinorin e/(＋)-
I3α -hydro xylupa nin e 0-tigloyltra n sfer as e; LC-P D A-E SI/M S, liquid
chro m atogr aphy-photodiode a -y dete ctio n- ele ctro spray io ni2atio n-
m ass spectro m etry;O R F, open re ading 什a m e;R A CE,r apida mplifica-
tio n ofcD N Åe nd; RT-PC R, re v ersetra n scriptio n-polym eras e chain
re actio n.
T he n ucle otide sequ e n c e repo rted in this pape rhasbe e n sub-
mitted to Ge nBank, E M B L, D DBJu nde rthe ac c ession nu mber
A B 1812 92[tigloyl- CoA:(＋13α -hydro xym ultif)opin e/ (＋)-13c(I
hydro xylupaniacO･tigloyltran s6erasefro mLupL
'
nzLS alb叫 .
ⅠntrodtICtioII
The qulnO)izidine alkaloids areplantsec ondary products
which aredistributed m ainlyinthe 払milyLeguminosae,e spか
ciauy in the subfamily Papilionac eae(Oh miya et al. 1995).
Moretha n200stm cturauy relatedc o mpo undsbelo ngingtOthis
alkaloidgro up arefo undnaturally･ These aLkaloids are ass u m ed
to playindispensable rolesfarthe s urviv alofplantsprodu cing
舶 se m etabolitesasde 触se c o mpo unds 喝ainst pathogenic
orga nis m sorpredators a nd alelopathic m etabolitesfor c o m-
petingwithotherplantspecies(Robertsand W irLk 1998). Sorrle
alkaloids arebeneficial for ma nkind aspote ntial sou rce s of
m edicinesbec ause of their phar m acologlC alactivitiesirk aJli･
m als･ In 鮎t
, s o m eplaJltS COntainirlg the quinolizidine alkか
loids havebeen used astraditio nalherbalm edicin es, a ndthe
qulr10izidine alkaloids hav ebeenproven to be the prl nClpal
c o mpo nents respo nsible forthe phar7n a C Ologicalactivities of
theseherbalm edicines(Tangand Eise nbrand 1 99 2).
The qul皿Olizidin ealkaloids ar ebiosynthesized 舟om L-
1ysine viaits dec arbo xylated metabolite cadaverin e(Fig. I).
Threeunits ofcadave rineare subjected tooxidative cycliza･
tion tofor mtetracyclic alkaloids su ch as(＋ m ulti恥rineaJld
(＋)-lupanine. T hes ede nova synthesized alkaloids are m odi_
rled furtherby hydroxylation a nd by subsequent est edficatio n
toyieldthe ester-type alkaloids, e･g･ 13α -tigloylo xymtLltiflor-
in e･ T he ester･type quinolizidine alkaloids are wi dely distrib-
uted in the gene raLupL
'
n u s, CytL”s, Pe ras on L
･
a
†
Ca!pu rTmi,
GenLTta andRothia
,
asthe esters ofacetic acid,tiglic acid, p-
c ou m aric acid
,
ferulic acidand benz oic acid(Ohmiya et al.
1 995)･ T he tigloyl esters ofquinolizidine alkaloids aTe the
m ajorfわr m sfわu nd in LupiT7 u SPlants(Saito and M urakoshi
195)I These ester- ype alkaloids are as su med to be the e nd_
products of biosynthesis and thus the forms for tr aJISPOrt a nd
StOr…唱e.
A supe rfamily of acyトCoA-dependent acyltra n sfera ses
exhibiting a c onserv edseque nce m otifhasbeen do cu mented in
T hes e authors c o ntributedequ allytothis wo rk.
4pres e ntaddr ess:Kaz u saD = A Rese arch -nstitute, Kisa njZ u,Japan.5
co rr espo ndingauthor:E- m ail,ks aito@Fa culty･chiba- u.jp; Fa x, ＋81 叫3-290-2905.
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F Tq!. 1 Bio syd hctic padl W ay Ofthe
〔
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-CoA
CoA- S H
L増 -
(＋>1 3a -Ti【ltOy(o xyJupa nin 8
eshmtype quin olizidin e al h-
1oiJs.(-”3α -tigloylo xymL]Ltiflodn e and(＋>13cL-tigloylo xylupaninc,
fTot nd illLqlinzLSpunts. TTLetetraCyClic skeleto n ofquin olizjdin c aJ ka
-
】oidsisdcriy ed 如 m L-吋siTte Yin cada y edn e. E M T /t mis co m JT)itted
in thefin alstep oftlteI)io synthc sis ofester-ty7光 alk doids, a ndthu s
this e n zym cis re叩 ○耶iblefordeter mindio n ofalkaloidac cu m ulalioJI
patterTtS OfthcphJltS.
plaJltS(St-Pierre et aL 1 99 8). T 7)is vers atile gene 血Inily is
a sst 皿Iedto e v oly ethe c ahlytic ability oftra n sfTe r ofa v ariety
of acy] groups to antn ber of diffler e nt Stlbstr ates ha ving
diy e rs e血 n ctio n sin plants(St-Piel Ⅷ and De LtJ C a2 00 0). 甘o w-
e v e r
,
n oge n e a nd its proteinthat 血1yz e stigloyltra m sfTe rha v e
bccT)Chaz w erized in this supc rflamily up to n o w. A ls o, n o
repo rtis a y aih ble o nthe pr es e n c e oftigloyl e ster s 皿dtigLoyl
-
tr n s危ra se舟o m othe r o喝 am IS m S, a nilT)als BLEd micro orgadt･
isTTIS. T her efTo re, it is intriguing to isolate ge n e s en c odiJlg
tigtoyltr an s危r a se re spo n sitl e forthe bio synthe sis ofe ste r
-ty pe
qu m olizidiTtC aJkaloids.
The a cyltra n sfera s es t y spo n sible for thc c o n v e rsio n of
hydro xylated a批aloids to their este rshar ebe e ndcte 6ted in
s eyera) Lupin zLSspecies( 恥 kaJd Elar b 血n 19 S2a, Strack et
al. t9 9t,Sailo et 81. 1 993). Fr o mL. a]bzL S(-L. te mis), w epre-
viotLSly have ptJri fLed and chara ct erized tigloyl- Co^:(-)･13cL-
hydro xym ulti瓜oriJ) e/(＋>13α -hydro xylupaJline 0 -tigloyltr 皿 S-
20.1 -
14.3 ▲ -
D V D F G W G K
R P S Y F Y N(I/D)V G Y L
E L D DL F K
Fig. 2 S D S-PAGE 皿 aLysIS a nd deterTTlir ed irLter n a] 訂niJtO 且Cid
sequ e n ce s ofpuriLiedfl M Th TL T 斤o mL･aLbu s･TTLeprOteinsfr o mthe
丘n aJpurifi錯tio71Step W er e SeparZ[ted by 12.5 %SDS-PAG E. T br ec
bar[ds of 25, 3 0and 6 0 k Da polypeptides w eredetected by silv er
stain ing and s ubje cted to deteTTniTti(lo n ofthe 血 e m aJ amiJIO a cid
sequ e n ce s afterin-geltry psin digestio n･ T he azTlir O acidseqLle n Ce S
deter min ed ar eindicated illthe bo x es. TtLeD FG W Girlthe 2 5kDa
bandirldiczztesthe rTtOifsequ ezIC ehiglly c o ns erved am ongthe pl血 t
a cyL- CoA -depe ndc7rL a cyltr arLSfer asc血mi 1y(St- PieTTe ZLnd Dc Lu c a
2 0 00).
危ra se(l{ M T/甘L T) thaLt C atalyz e sthe for m ation of(-)-13α -
tigloylo xymt1ti norin e o r(＋)･1 3cL-tigloyloxylq)altine 丘o m(->
13cL･hydro xymultiflorin e o r(＋ト13α -hydro xylupaniT)e in the
pr e s en c e oftigloyl
- CoA(Suzukietal, 19 94). Tn the c o ntin uing
study o n thc e n zym olog yof th is bio synthetic pathw ay, w e
repo rthe 陀 the is ohtio n ofa H M T n TcD N A 丘o m L･ a]bu s
by impr o v ed pu rifkatio n ofthe e n zyme pr otein s a nd determi
･
n atio n ofaLmho a cid seqlle n C e S Of dige stedpeptide 触gments･
T he clo n ed E M T n n T belo ngs to alarge pla nt
-spe cific a cyl･
tr an sfTe ras e s11pC rfami 1y. The re co mb inant protein pr odtlC ed in
Es chert
-
chh7 COILedicie ntly c atalyz e sthe a cyltrBLn Sfer re actio n
如 m se v e ral cyl
- Co^s to the hydro xylated alkaloids 13a
-
hydro xymtlt氾o riJl e aJld 13cL
-hydro xylupanine･ H M T 旧 L T is
the key e n zym ethBLt detezmin e sthe alk aloidpattem ina plant,
aJlditis als oal efTlr St e n Zyme Who se CD N A is s olated in the
bio synthetic pathw ay ofqtlin olizidiTle alkaloids.
Rest)1ts
Impr o v edp mjic ah
l
o n ofH M TTH L Ta nd dete n nin a(io n ofz
'
”1e r-
n aLpeptz
'
de sequ e n c e s
An impro v ed m ethod r eqtllrl ng fTe w e r chro m atographic
steps thaJlprevio tISly de scri bed(Su z ukiet al. 1 99 4) w a s tJS Cd
to p町ify11 M T 旧 LT 丘o m ro ots andhypocotyls of L. albzJS, n e
purific atio npro c edtJr ein clⅦded a n o v el bdyl F F hydr ophobic
ALh Joida cyltr an s6er ase
T&tl e1 Su m m ary ofpu rific atio n of II M m I L T fro m L. a[bzLS
pIJD丘c th n step
A
b
CE)
i吋 Pr otein ;pekaC.i空調1巾 yield(%)監宗怒)(m s)
30-80 %(N 甘4hS O4 64,7 00 6,08 0
Butyl F F 23,7 $0 1 03
Supe rde 互2 0 0pg 12,8 70 19
S P Sepha m s eX L 10,7 40 3.2
Superdex20 0 H R 5,201(6 55)a 0.79(0.1)
R E S O U R C E S 2,O 8S( 63) 0.2 9(0.03 6)
rtr
1 1【I
1 0.6 1 00 1
23 1 3 6 2 2
67 7 2 0 丘4
3,3 56 1 6 31 7
6,55 0 8.0 618
7,30 5 3.2 68 9
a The ntJJnbersinpa wthes esindic ah:～thedata ofthe0.125 aliqu otofthe p^ fiedprotein s oldio 山片o mSP
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Fi8. 3 Nuc]e o暮ide 血 dedu cd
aJTLin o a cidsequ en o 飴 Of H M γ
8 1 JCD N A. T h 打 niⅡo a cidse-
que n c esillblu e and gee nindi
･
c ate the partia]ly debErnin ed
山IlirLO acids eqt[en c cs ofthe 2 5
and 30 k bfd des, re sfm -
tiyely. TlleblLLe Bnd 押 arrtIW-
headsindic atetheN -t∝ miれd site s
ofthe 25 a nd 30 k Da poly 叶
tide s, T eSPCCtiy ely. 1 be L nder･
]iJted m ine a cids eqLLe n Cein r ed
indic ates a signBhre m otifs c･
qu 仇 Cehighly o o w cJ a m o ng
the pJad acyトCo^ 叫 n)
a cyttra n sfc m se色mily. 伽 rLUCIe･
otide s eqtJeJIC ein bltw indicdcs
the 24 2 bp 紬 e nl specific ally
iLmPli6ed by R T 4 C R. Do 血 8r-
ro w s血o w the 叩itio n s ofprh ･
e rsde sip ed 由一 m R, P2 5 K-
3F-1, P25 K-1 R山Id P 25 K-2R .
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Fie. 4 P hylogc71etictzt e ofthepta爪ta Cyl
-CoA -de押Jlde nta cyltraJtSferas es. Tll et代e W as C O nStn lCted by n eighbor-joiningdista n c e arLlysis･ Lin e
】e ngthsindicatethe reldlV edistan ce sbctw ce n n ode s. Thededu ced且mir10 acidsequ e n ce ofEMTfE A T(D D BJ/Gc nBa nk 瓜M B La cc essio n n u mber
A 且181292) w asphy]ogen ctic a)]y c o mpared with bcn 1 0y] co eTLqTn eA:be n zyl alcohol beT -yLtran sfTeras e(D E B T)任o7T)Nic olia - taba c u m
(AF5 0D2 02)(D
'
Au n a ctal. 2 00 2), D E B TFIT,TT10 u b
'
abn w e ri(A F5 00200) P
'
Auria etal. 2002), a c etyl-CoA:cL
L
s-3-he x en1 1 018CetyltT - Sferas e
(Ct u T) 丘o TTl^ 和bLdtpsis Lh dia M (A F5 00 201) (D
'Au血 et al. 2 00 2), ta x adic n-5t1 勺1 0- ac etyltr w sfTcrase(T A T)fk)TnTTa x w czLSPidhlq
(A F 190130)(W d kcr ctaJ. 200 0c),tax oid C-I 3 0-phe nylpTOP3 n OyttraJder3 SC(ba cc atiTtIII:3一 皿 Iin 8･31Phe nylpropa n oyltra n sfer ase, B Ay r)fm m
T α 血 is (A Y OB2S O4) (他Iker ct aL 2 0 0 2a), 3
'
- NJeberLZ Dyト2
'
-deo xytax oI N ･berLZOyltraIISfera scPBT NB T) 斤orn T c a n a鹿 町L
'
s
(AF 466397) (W dker et aJ. 2 00 2 b), 2a -hydro xybx 皿 e2-a berLZOyttr 肌 Sfbr as e(Tt)T) (2-dcbc n z oyl17,13-dia cctylbac calirlIll-2- 0･be n zoyltrarLS-
fcT u. D tLB T)触 m 7:ctcp
l
dhb(A F2 97618)(Walke r aTld C和 也a u200a),101dca ccty)bac c ati71rrT11 0- 0- acetyltrarLSfe rasePt)AT)fro m I czLSPi-
血 (A F193 765) (W山ker arLd Crdc8 u2 0 Wb), hydTOXyCjn naJTIOylJ:o^ quiB ate:hydr o xycy 皿 a m Oyl tr an sflBr aSe(BQT) 危o m L･v of - SZ
I
co n
a c u(e 肋 (AJ582652)(Nigge w eg et aJ. 2004L hydro xycin n BJ7IOyJ {oA:hydro xy且nthr anilde N-hydr oxyciELn a n OyLtraJtSfTeras e2 丘orTIAv en a
sd it竹(AsR Trr2)(AB O76911)(YaJlg etaJ. 2004), hydro xyciT n aJTLOyl･CoA:shjkim ale/quiJlab hydro xycizm anlOyltz n s6er ase(8 C T)丘o nl”-1obo-
c m(AJ507825)(JloffE na n n CtaJ.20 03Lhydm xycirL m OyUtN m Z OyI-Co且:a h ita e ”- hydm xycir n a m oyL 加Il 加yltran sferas e1(甘C BT1)丘o nl
D血 血 ca W LzLS(Z 84383)(Yam etaJ. 19 9 7), yin(〉ri Le SyTltha sc(VS)b rllRazLV OLj;a seTPentjn a(A J556780) (Bayer ctA . 20 0 4), ac ctyl-
CoA:deac etyLvindolinc 4 0-a ceb,ItrB nSfera sc(D A Y)丘oJTLCa thq L ml?ZLS n Se u S(A F O53307)(St-Pierre etaL 1998), sal 血 dir10)7101 aC eLyltr m s-
feras e(S A LAT) 触 m Pqpw so m nlTe n m(A F 339913)(G和 也e ct al. 2001), m alo nyl-Co且:aJltho cyaniF15-glu cD Side 4' ”1 01 m alo nyltraJtSfbr u
h m 血^由 spled en s(Ss5 M8T 2)(A Y 383734)(Su zukietal. 2 00 4), agm atiJle C O uJ n u OyLtt w sLTer as e(ACT)丘o m Ho rdetIZ2Z Vdgu n(AY2 285 2)
(a 血 e et aJ. 2 0 3), n a)orly -CQ^:aJttho cyaJlidiT1310-gltJC OSideJ” 1 01JTlao nyltr 皿 Sferas e舟o m Dahlia vqriab iLis P y3 MaT) (AF489I08)
(Su z ukietal. 2 00 2)a ndrnin o vin cinilW191hydm xy 叫 Itr an sferaB C(M AT)fbTnC･ r DSeZLf(A F253415)(Ldz - e etall 2001)･
c olt m n step, togedlCr wi th R ES O URCE S c alio n e xchzLnge
chro matogr aphy iLnd it omitted a fe w of the chro m a[togz(phic
s ep 肌 tion steps described in Sq d iet al. (1 99 4)toyielda
highr印 O Y e ry Of8Ctiy eptJr etT M T 4 n T(T d)le 1). T71C SPe CiRc
B Ctiyity ofthe68 9
- fo LdptFified t W JF n Tw a s7,3 05pkat ngl
l
pTOteiTt 皿d sufEiccnt 皿 10 t ntS Ofprotein w e reprodu c ed to
dete rmin e sc y e r aJ inte mal tI M T n n TzLmiII O a cidseqtle n C e S.
An alysis of the ptqified pr otein by S D S-F ^ G EaLnd silver
staining reye aledthre epoly peptide barLds with M.s of 2 5, 3 0
z nd 60 k Da 伊ig. 2). The N -te r min ala mino a cidsequ e n cing of
bypsinJ i野 Ied peptide 丘agm e nts 丘o m dle S ethr c epolypep-
tidesprodu ced the six squ c n ccs show n ill Fig. 2 . h the
dige sted p q)tide s of the 2 5 k Da ba nd, a m otifseqtle n C e
D F G W G tha is highly COT)S er YCd am o ng the plant a cyl-CoA -
dependent acyltran sfle raSe 血 nily(St-Pie m et al. 1 9 98, St･
PiczT C a nd De Lu ca 2 0 0) wasflOtn d, sugBe Stir[g the a uther[tic-
ity ofthe 25 k Da poly peptide, Etla st as apart of 血 1Ction al
F M T 旧 L T. The re m ain ng fotqpeptlde 駆qtl eTICeS fot nd in the
25and 30 k Dab m ds show edn o sigmi lica ntho m olog ywiththe
sequ e n c e s register ed iJ)the proteiJldat abanks. T he s equ e n c e
fou nd in the 6 0 kDa baJld exhibited a similarityto pe ctin e ste･
ra s c,implyingothe r co ntamina ting pr oteinstilliTtthis 舟a ctio n.
A lk doida cyltraJtSiTe m s e
lso[alio tl OfcD N Ae n c odz
'
ngH M T:mL T
S inc ethe 2 5 k Da polypeptideposse s sed a s equ e nc e motif
com m o Jlfor pl圧mt a Cyltr m sfera s e s, c o mb inatio n s of dege n e r-
at ed p 也 e rs e n cod hg the dete rmill ed aJT)ino a cidseqL) e n ∝ 5
丘orrLthe 2 5 k Da ba nd w er ede sign ed for R e sted reversetran -
s c riptioTl-POlymerasc chain r e a ctio n(R T-P C R) a mpl 抗c atio rL
T he ov e rlarpplJlg 2 42and 89 bp n u cle otide 鮎gm e nts w er e
a mplified spc cifical ly wi thc o mbin atio n s of the for w a rdprin er (kDa)
P25K-3F-1 and the reverse prl merS P2 5 K
･1 R o rP 2 5 K-2 R,
re spectiv ely(Fig. 3). This2 4 2 bp a771pli6ed 鮎gm e nt w a s us cd
to isolate 1 4CD N Aclo 】l e Sby s c ree n ing Of the CD NA libTaJy
ge n e rated 加m the ro ots of 1 0
-day- old L. a[bzLS, 皿d s equenc e
analyse sindic ated thatallclo n e s were identic al apa rt 丘o m
their diire ent le ngths. The fu lL-length I{ M T/t mCD N A
sequen c e w a s obtain ed by 5
'
- r apida mplific atio n ofCD N Aend
(R A C E)to yielda 1,64 1 bp poly(A)tai I･c oztain ing clon ewi th
a putatiy e ope n r e ading ぬ m e(O R F)of 45 3a min oa cids(Fig.
3). The calcIJla暮ed m olectla r m a s s of the e n c odedpr oteiJI W as
51.2 k Da, which w a s c o n siste nt wi th thatof 血epu rifiedprot ein
detem ined by S D S
-P A G E ino Ⅶ
.
pre vio u s study(Su z ukietal.
19 9 4).
T he O R Foftheis ohted CD N Acont aiJl ed the tw opeptide
sequ enc es obtain ed 舟o m the30 k Daba nd in thepuri fiedI{ M T/
fi LT hctio n(Fig. 3), althotLghthe cD N A砧asis olated s olely
wi th thepr obe e n c od ingthe pa rtial 2 5 k Da ba nd. Ttse e m ed that
the5 1.2 k Da pr otein mightbe cle av ed to giv e2 5and 30kDa
ba nds. The n w edete r mined the N ･tez7niJ ul BLmho acid
sequ e n c es of 血e s etw o2 5and 3 0 k Da bandsis olated 丘om the
gel. T he N -tezmin al sequ 印 C C(A PQTQ)of the 30 k Da baJld
wa side ntic alto o n e ofthep q)tidesis olatedtIPOn tTyPSin diges
-
tion , 8 nd perfe ctly m atchedthe s equ e n ce血) mthe sec o nd tothe
sixth a mino a cidof the de血IC ed s eq11enC C丘o m the CD N Aa s
sho Ⅶ 1 h Fig. 3. T YLe N
-te rmiT)al seqtl e n C e(F ILQB)of the
2 5 k Da ba nd w a side nticalto the dedtJ C ed sequ e nc efrom the
CD N A. Fr o m thes e re sd(～, w c co 血 ed dd the 2 5a nd
3 0 k Dapeptide s w e 陀 eTI COded by the single CD N A.
Pkvloge n eh
'
c a 77a/ys m ofH M TIH L T
Phyloge n etic analysIS Of the deduc ed pr oteh s equ e n c e s
rev ealed that F ” T/I m is sepaLratCd 丘o m the sub farr)Sly of
othe r al kaloid acyl打allSfTer as e s s u ch a s de a c ctyJ vindoriJ) e
a c ctyltr m sfTe ra s e(St-Pie 汀 e et aI. 1 99 8)andsahltarid ino1 7･ 0 -
a c etyllT m SflE m S e(G m the etaL 2 00 1)(Fig. 4). T he m ostclosely
related seqtL e nC e t O8 MTn31:T is berLZ Oyl
- Co且:be n zylalc ohol
bcn2:Oyltra n sfTe ra s e丘o 7r)Nic otia n ataba c u mP
'
Au ria et al.
2 00 2)wi th 5 7 % identiyo n a n amino a cids equ e n c eL vel(F ig.
4). T he s eqtle n C eidentities of fIM T/E L Tto othe r m e mbe rs of
this s ub 血mily ar e55% to be n zoyl-Co且:be n zylalcollOl be n-
2:Oyltra 皿Sf.er as e丘o m C[ar肋 bn w eiand 49 %to a c etyl･ CoA:
cLg-3-he x e n-l- ol a c etyltransfTerasc B
'om Arab k(opsLs lhaL hn a
P
'
Au ria etal. 200 2).
逮
971 t 肝
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Fig. 5 Purific atio n adlSDS-PAG Ean alysis of 托C O mbin江nl H ”T/
t n Tprod耽 d in 且 c oIL
l
･ TTLe C rude e xtra cts 丘o m A co[i hztN)ri LS
PGEX-fl M T 伯1J e xpre ssingthe CD NA a nd dlePudfiedr ec o ml〉iw t
EM Tn A Tw er e separated by 】0 % SD S-PAG E. PnteirLbands w ere
detected by Co om assie bdlliaJtt blLC Shining.
'
Ine aJT D Whc adindi-
catestheFNdtior)ofthe p1山f bd rtM Tn lL Tpr otein by GS T t喝 aJld
stlbs equ e nt tagclea v age o n 8 ¢OILJ n r),
CTaLq 妙 a ctivJ
'
0, of n c o mbLn a nl H M Z W L Tp 血 ed in
Es che rich 血c oZi
To co n血 m th 血 theisolated CD N Ae n codesthe c at a]yti-
c ally a ctiv eII M T ルⅠIl the 血ICtionalazLalysis w as c a rried ou t
wi th the rec ombiJ Wt prOtein heter oge ne ovsly pr odu c ed in E.
c oLL
'
･ The rc8 0 mbin 皿trT M Tn n Tpro tein was pmi fied by gLtz･
t athion eS-traJde m s e(G S T)tag af h ity 皿 dstJbseqtte nl cle a y-
age of thctag(Fig. 5). Byill Yitr o e n zymatic assay usiJtg the
protein extra cts of E. c o]i皿 d the pad (Led re c oTtlbim 祇t Pr o
tein, the singlepr odu ctiJ]the rea ctio n u slng1 3a -hydro xymtJl-
tino riJl e a nd tigloyトCoA ass ubstrale s w a sdetected on high
perfTo m azLC Cliquidchr o malography(B P L C), while n oprod-
u cts w e r efor m ed ill negative co nbl re a ctio n s LJSing A c oti
extT3 C tS Of the e mpty v e cto r(Fig. 6a). T his specific produ ct
w a sidentirled a s1 3α ･tigloylo xymultinoriJlebyliquid chro ma -
tography･photodiode 町r ay dete ctionづIcctro spray io nizatio n･
m ass sp併trOm eby 仙C-P D A- E S LrM S)a nalysis(Fig, 6 b). )n a
si mi lar w ay, the a ctivity for 13cL-hyJr( ⅨylupaJlin e w a sdso
c o nrlr med with tigloyl- CoA as the a cyl do n o r.
r
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Fib 6 Identificdion of thepr odu ctofthc rc adio n cd
･
aly血 by 也e rec o nbhl an=i M TJH LTby LC
-PD^-E SL(
MS. (a)I℡L C-PDA a n alysis ofthe T ea CtiD npr Odwlof
ttle reC O mbin a ntII MT什m T. The rc actio n with13α ･
hydr o)(yTn L)Itiflo rl n e 皿d tigloyZ
-CoA w as c arried o ut
with the pr otcill eXtrad of Ele o]i harbo血g PG E X-
E M T / 那(upTX r CbrD m atOgra m)o rPG E Xe mpty ▼ec-
to r(1o w cr chTO7n atOgra m). t℡L Canalysis w a speT･
fTo m ted or)a MighpilRP-1 8 G P15 0 +16 c oIL m n
(Kanto C hemic al) wi dl a m obile phase of 15% 眼 ト
to nitri】c and 0,1 %triflu oro ac etic a cidata flo w r ate of
o.5Tnl miJl‾1, T he substrale aJldthe pT Odtd , IBα-tigloy-
1o xyT71uhifZo rirLe, W er e m O nho red at31 8nJTl. the TrLaXト
Tn u m abso rballCe Of the se co mlX )u n血 . The arr o w
indicate s13a -tlgloylo xymtdtiflo血 c spc ciJicdly pro
-
du c ed by the rec o mbi d FI M TJVTLT･ O) LC- P D AI
ESI/MS analysis ofthe specific produ ct, 13α
-tigloy
･
lo xymuTtiAorln e, by the re co rnbin a nt F MT/I m ･ The
produ ctw asiderLtified byits qu a si- m o)e culario】l m as s
atz A/I 345 (tM ＋E]
'
) (up 叩r SPe Ctr um) 弧d its 触g-
rrLeEted ioTl al ”/I 24 5([MIC,H702】りby the M S/MS
techniqu e(lo w erspe ctru m).
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Fig. 7 Substrate spe cificity of re comb in a nt 且 M Tnn T. The a cyl-
tra n s6eI･ r ea ctio n w a s carried old with re co mbinaL一tt≠オT 個LTu sing
1 3α -hydro xymdti hrln e O r13c(-hydro xylup m c as acyl ac c eptors
a nd y ario u s acyl-CoAs as a cyldo n o rs. ¶1Cidentificdio n of dt c rea c-
tio nprodu cts w as m ade by LC
IP D AI ESl/MS. The rehtiy e a ctivitl eS
w er edetefTnhed byinte n sities ofthe【M＋H]
'
io ns of the rcspe ctiy e
produ cts. T he data are e xpres sed a sthe v alu es rclaliv eto (a)13α-
tig7oy】o xymultiflo rln C O r) 13α -tigZoy)o xylupa niTle. The ba rindi-
cate sthedda ofduplic ate as says.
in dic atcd tha[t the isola[ted CD N Aactual ly e ncoded the fun c
-
tional E M T/甘L T.
SubsLr ate spe c lrW砂 a 71d inhLbitz
l
o n ofn c o mbi77a ntH M T D L T
To in v e stigat8 the s ubstnte specificty of H M T/町 the
a ctivity of ptJ nfied re c o mb inad H M Tn n Tprotein w a s
T&ble2 St - dryof Km yaltle S OfII M Tn ) L T
a ss ayeJ wi the 丘y edi 氏m t a cyl- Co允 derivatiy 岱 wi th 1 3a -
hydro xym ultiflo 血 e(Fig. 7a)aTld 13cL-hydroxylupa nine (Fig.
7b). hter e血 gly, the a ctivitie s wi th be n z oyl- CoA as acy]
do n o r w er e- 1.8-fTold higherthaTL thoscwi thtigloyl-CoA with
tw oal kaloidaglyc o ns. T he a ctivitie swith a c etyl
-Co且, pr opio
-
nyl- Co^ and 2
-bute n oyl
- CQA w e re -2 -2 0 %of tho sc wi th
tigloyl-CoA . T he Ku. value sfor13ct-hydrox ymtlti florine,13α -
hydro xyhJpaniJle, tigloyl- Co且 a nd ben z oyl- CoA w er edeter-
m inedCrable 2). Regard ing at h loid aglyc o n, 1 3cL-hydroxy-
m ulti瓜o 血 e is abetter stJbstra te血 皿 1 3a -hydTO Xyltlpa ntn e,
judged fro m the ZED ValtJe Sfor e ach aJ h )oidand for e 弧h acy】
do n o rwi th the s e a比aloids a s c o- subs h t e. ヨo w c y er, n o appar-
e ntdifre m cciTtE
Eb
Vdueswa sfotmdbetwee ntigloyl-CQA iu td
be n z oyl- CoA .
P hylogen etic a n alysis in dicEted 血at dl e S equ e n c e Of
E M T/ 那 w a s clo seto thd of b w yl･CoA:be n zyl且Icohol
be n z oyltr a n sfTera se. Thu s. to c o nrm whether ⅡM T 什I L Tpos
-
s e ss e sthe activityof bc rL ZOyl- Co^:tx :n町1alc ol101 beTL2X)y)tra n s
･
fera s e, w epe rfor m ed the a s say forthe re a ctio n u singtw LZ OyL
-
CoA 皿Id be n zylalc ohol asthe substrz(te swi 也the re coTTlbina n t
H ” T/H L T. Dete 打nin8tio n of the po ssible re a ctio n produ ct,
bc n zylben zo 8 te, W as Ca rried o tJt with ga s chr o m i(tOgraPhy-
m a s5 SpeCtr O m etry. Ho w e ver, floben zylben zo 4t efTorTnation wa s
detect ed withthe rec om bin aqrt F M T ルI L T(dab n ot sho w n),
stlgge Sting that F M TrE a T do e s zl Ot C atalyz e th is re a ctio n,
de spite its close seqtJe n C e Simihrity to that of kIIZ Oyl- CoA:
ben zylalc ohol bc n zoyL血 ISfTe m se.
n e H M T n I L Tactivity w asinl1ibited by the pre-tred
-
m e nt of the e n zyme protein withfN hl m erctJri be rL2X)ic a cid,
a sul hydryl blo cke r, and dicthylpyro c 訂boTtat e(D E P C), ahi5ti-
dinc blocker(T d)le 3). T he se re stllts s ug ge sted that cysteine
皿Id histidin e r e si 血e s are e s se ntial for the c atalytic 血 n ctio n of
E M T 什I L T.
mR N Ae APn S St
'
o n ofthe H M 7771L Tge n e
So uthe m blot 訂1alysis in dicEted thala s m a)Im mber(l12
c opie s)of ho m ologo us ge n e s i mPr C mtin the gc n o m e of L,
oEby s(data n otsho w T)). No rthernblot 皿 &lysis was also caJTied
out as show nin Fig. 8. T he mR N Ae xpr e sslO n Of the tT M T/
rl L Tg8 1e W a sthehighe stiJl r oo tsfTollo wed by thaliJthy poc ot-
yls. h c o -1bTaSt, H M T n n Tgene expre ssioninleayes訂Id coty･
1edo n s w a s a[taLo wle v el. No e xpr e ssio n w a sdete cted in yo u ng
de y elopingle a y es(dぬ n otsho Ⅵ l).
Substrdef10rK
n
K
n
Co -s ub5trate
1 3cL･甘y血o xym11tiflo rine
13(llHydro xylt)panhe
Tigloyl
･ CoA
Be n z oyトCoA
9 4pM Tigloyl- CoA(0 3m M)
11 2トIM Tigloyl
･ CoA(0 3m M)
9 8pM 1 3cL-tlydro xymultiflo rin c(0.3 m M)
3 59l▲M 1 3a
-tlydro xylupa nirLe(0.3rrlM)
93pM 1 3a
-甘ydro xymultiflorin e(0.3 m M)
4 0511M 1 3cL
-Hydro xylup aniJt e(0 3m M)
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Fig. 9 Multiple a]ignJTleTltOfc o n se ry ed m otifsinttle E mi ly ofplarlt
- 2 5S 霊 蕊 i3=wthhdead,snisn3ic:;,po=i:
l
LSTedd
i
b
O
,
n aL=.iod,uoeieo,_f
- 18 S C u riberL2 Dic acid 皿 d D E PC･ respe ctiy ely･ The re sidu c s
wi tha black
a nd gr aybackgroL ud iJtdic atethos eofTX:rfe ctc o n scrv atioTl and >50 %
ide ntity, Te SPe Ctivdy, in the 10 pr otein s. A br evi d ioTufbr the pro
-
tein s aredes cljbed iTltheLegerldtoFig, 4.
be en fo1md in mic r 00 rganis m s a ndaz)im als. The tigloyl m oiety
is deriv ed 丘
･
o mis oletI Cine thJ mghseveralsteps, a S Sugge sted
for tigloyt e ste rs oftropa ne atk aloidsin Datura pLaJltS(Le ctc
19 7 3, M cGaw a nd Woolley19 7 7). Tigloyl･CoA fo r m ed bythis
pathw ay l S a S StJ m ed to be u sed for the e steri fic atio n of a v a ri
-
ety of aglyc o n sincluding hydro xylated au'aloids by spe ci 鮎
tr且n 5fle ra Se S Su ch a sH M T n n T.
T he ev olutioTl arilyr chtedpla nta cyt
- Co且 -depe nde nta cyI
-
tran sfe ra se s(E C 2.3.1.x)町 e referr edto a sthe B A 仁 D fi mily
ba s ed o nthe n a m e s of the 鮎 tgene sis ohted(BE A TAE C T
宣C B T IZ2AT) eihibitirLg Char a cteristic sequ e nce m otifs (St-
pie rr eand De Lu c a2 00 0). T his 血 nily co n si tsof a large
n u mber of m e mbe rs;fo rex a mple, the re ar eappro xin1 ately6 0
B AE Dge n e血 nily m e mbc rs in A･ LhaEia n a･ 甘o w c v e r, o nly a
IiJ nited n u mbe rs ofgen e shv ebe en characteriz ed wi their
bio chemical 如IICtio n s. Phyloge netical 1y, the dedu ced a min o
a cids equ en c eof E M Tn l L T is closely relatedto be D 1 0yl
- CoA:
bc n zylalc ohol berLZ OyltransferaseDE B T)fro m C. bn w e ria nd
N. tabo c u m, w hich is pres um ed to be involv ed in the forTna
-
tio n ofvoLatile e steJSin no w er sP 'ALqia et al. 2 0 02). hde ed,
E M T n) L Ta c c epted bc n zoyl･CoA in ste ad oftigloyl
-CoA for
acyltr an sfTerto 13cL
-hydr o xymultinorinc and 1 3α
-hydr o xylupa
-
nin e. Ho wey e r
,
F M T 瓜 L Tco 11d 710t C atalyz e the be n zoyl-
CoA:be7q] alc oho! ぬIZOylba n stTe ra s e re action , iJldicating a
relativ ely strict sp aiLicty of B M T n nT rega rdiJlg hydr o xy-
Fig. 8 0rgp
- sTX CifLC eXprCS Sio n of dl eⅡM T 旧LTgertebyTtOrdl eTTl
blot3 d ysis. Tota)R N A(40llg)isolated hTT) r 印ts,by 叩 Otyls.c oty-
1edoTtS adld ea v es or 10-day勺1d L. atbn s w a s ele ctr ophorc sed on an
aga m s ege)() 2 %L 血 舶 to apo sitiy cly chazEed nyloTt m e m-
br an e aJtd he nhybridi2ed with a
32p1 atN!ledprob ofthe O R Frcgio.1
of H M Tn n TCD N A, Thefin alw ash ofthe m e mbra n e w asFd or m ed
in 0.5×S SP Ea nd0.1 %SD SaI65
oC. rR N A ba nds arc sho w n asthe
c orLtr Olofequ a一a m oLLntS Of R N Alo aded.
J)isct[ssio 血
Å1 tho 喝hthe quinolizid ine a比aloids for m ala rge 血mily
of phJlt S W ndaTy prOdtp;ts, no ge nes e n c oding en zyme s
inyolved in their biosynthe sis ha v eb w clo n ed, prestJ m ably
bc w ofthe w e ak eI旺ylll atic a ctiyitie sfou nd inplants･ Only
a LiJTlitcd n t mber orreports ar e a yi Lable FTor dete ctio n of the
e n zymdic a cdyitiesin the cc)I
- 触 protAn e xtra cts forqt)LnO-
Lizid hc al kaloid biosynthe sis (O hmiya et al. 19 9 5)･ TT) the
prc sc llt Study, w ehave cloned, for thc Eiirst tim e, the CD NA
e n c odiTtg a biosynthetic e n zyme for quimolizid ine alk aloids･
This sttldy c o tlld leadto the Tn Olec t)1ari巾VeStlgaLtio n ofm etabo
-
1isTr) Ofthisla rge 色Illily ofplant 粥 Or[daJy Prd u cts.
The pr 鰯 nt SttJdyis alsodl e5iJd e x a mple ofthe m ole ctl
-
hT Clo n t ng ofa tigtoyl 他 ISLle ra Se丘o m a nybiologlC als otJ rC e
iJICIuding plaLLtS. Tigloy]e sttF S aq ewi delydisbibtd
r
ed inpl皿 tS
as min o r co mpo n e nts of s e c o ndaJy produ cts, e.g. al kaloids
(LoLu ta S maa 1 98, Oh miya et aI. 19 95, Saito aJld Mu rako shi
1 99 5). 甘o w e v e r, n otigLoylcst q s a nd tigLoyltr an sfTera s eha r e
T&tl e3 T 血ibitioA Of口M T n) L T by sul血ydrylaJldhistid ineblo cker s
h hibito r
C&Ib7.E.T
tio nfor50 %
substr ate
p･ c hLo ro m e r c u ritm zoic acid 2 12pM 1 3a -tlydr o xymultifLoriJle a ndtigloyl
- CoA
2 1叫 M 1 3α -tlydro xylupa nine andtigloyt- CoA
D E P C 2 3m M 13α -Hydro xymultinorin e andtigloyl- Co^
3 7m M 13α -tlydro xylupanine andtigloyl
- CoA
TTLe C n町 m eProtein wasIre-tr eated with dl einhibitoTfor 15min priortothe starLdard acyltraJtSfera se rea c
-
tion asde scdt d in Mahwials aJld Mcdtods. Fo rdl CP
- ChloroTnerCLLribe n zoic a cidexpc rlTrLent,D T Tw a s o mit
-
(ed bm dle StaJldaJd 軸 Ctio n zrLixtLlre. Forthe D E P Ce xperim e nt, afterpre
-tre atm e ntby D E P C,i mi dazole
(20m M)wa s addedtoqu encTlthe 慨 Ctio n with DE PC･
AlkaloidacyJtr an sfe rase 24 I
lated aglycons･ We have sho w nprevio usly that the puri
･fied
rJ MT/tⅠLT only utilizedthe I 3α(a xial)･hydroxylatedtetracy･
clic al kaloids as acylacceptors(Su zukietal一 1 9 4). Altho ugh
HMT 作1LT, be nz oyl- CoA:be nzyl alc ohol ben zoyltransferase
a nd acety-CoA:cis ･3-he x e n e･l- ol a cetyltransfぬ se 任o m A.
thalia n a(D
'
Auria etaI. 2 02)belongtothe sa m e subJもmily of
the B Af′ⅠD acyltransfbrases, the substrate specificties ofthese
e nzymes are ratherdiv erse･ Simi larly,thediverse s ubtrate spe･
cirlCityin a slngle subfa mily w as reported 払rphylogen etically
closely relatedacyltrans
'ferasesfTr om Taxus species(Walker and
Cr oteau 200I). These result suggestthat the substrataspecifi-
city oftheBAHD acyltransferase couldev olve relativelyeasily･
SinceK
, m
v alu es ofI･･IM T/ 川∬,fortigloyトCoA and ben -
z oyl
-CoA are nearlythe sa m e(Table 2)andthe activity with
beI混 OyトCoA ishigherthanthat withtigloyトCoA(Fig.7),this
en zym eis m oreproperly re
.ferredto as tigloyl/be nzoyトCoA:
( iI3α ･hydro xymultipnorin e/(＋)-I3a ･hydroxylupaJlineO･tigloyl/
be nz oyltransferase･ Ⅰ1o w e ver, o nly atrace a mou nt of be 耽 Oy-
loxylupanine w asdete cted(Wink arid W itte 1984) and no
ap parent acc u m ulation of ber)z･oyloxym ulti
.norine was reported
in IJ ･ albus･ This pres uln ablyis dueto theli mited supply of
be nzoyトCoÅ co mparedwith tigloyl･CoA ordi 飽rerltC Ompart-
m e ntation ofeach aeyトCoA andIすM T 什ILT inthispla nt･ The
accu m ulatio n of ben zoyloxylupaninehasbeen reported in other
ta xo nomic ally related Lupinys species, a.g. L. po如)妙ILus
(W ink et al. 1982b)and L. a ng7JSElfollus(Strack et al, 1 9 1,
Riraiet al･ 2 0 00)･ H MT/H LT presu m ably is re sponsible fわr
biosynthesis of benz oyloxylupaninein these species.
Previously w epurifTled FIM Tni LT as a single proteir1 0f
50 kDa(Suzukiet al. 1994). flo w e ver, w e n oticedthat30 and
2 5kDa bands w ere ass ociated wi th 也e activity and couldn ot
be separated･ In 仇epresentstudy, w epurified thesetw obaJlds
to obtain sufrlCie nt a m ou nts of en 岩ym eprOtein 払r peptide
s equen clng･ Theis olatedCD NA e nc oded a single50 k Dapr o-
tein
,
whichco ntain edthepartialpeptide sequ ences&om the30
and2 5 k Da bands･ Theser es ults s ug gest thatthe clea vage of
the 5 0 k Daproteininto 30 and 25kDa bandsis an artifhct of
the purificatio npr oc edure･ Nev ertheless, these&agm e nts still
retain ed the catalytic activity, presu m ably remmi ing physi･
cal ly asociated･ A simi lar situ ationhasbeen reported fTor
acetyトCoA:de acetylvindoline 4- 0 - acetyltr an sferase 舟o m
Catharanthus TIOSeuS 佃eriwinkle)(Po w er etal. 199 0, St-Pier re
et all 1998)andforhydro xycinn apoyl/benz oyトCoA:anthr ani-
late N-hydroxyclnnam Oyl/be nz oylb
･
an sftrase舟o m Dianthus
caヮOPj2yllus(Yang et al. 199 7). This couldbe a co m mon chap
a cte rof theproteinsbelonglngtOthisfa mily･
As show nin Fig･ 9, the m e mbers of the BA H DacyltrarlS-
6e ras efamily have afew c onserv ed sequenc e m otifs. ln addi-
tion to a highly c ons eⅣ ed D FGW G m otifasthe signatu r eor
thisfamily, cysteine and histidine residue sindic ated in Fig･ 9
areals o c o nse rv ed inallseque nces. Thehistid ine residueinthe
H X X X D(G) m otifha sbee npostulatedto furlCtion a s ageneral
basein c atalysis of the acyltransfe r reac tion(S haw and Leslie
19 9 I, St-Pie rre tall 1 99 8)･ Indeed, the activity of H ” T/H L T
w asinhibited by DF･PC, although the inhibition required a
higher c once n触tio n of D EPC than pre viously reported for
acyltransFerases(forexample, St･Pierre etal. 1998, SトPierre
and DeLuca2000, Grothe et al. 201). The require m e ntfor a
higher c o ncentration of D E PCc o uld be dueto the diqerent
proteirlfolding patternthalpreve ntsthe ac cess of D EPCtothe
catalytic histidiTle･ The HM T 侶LT activity w as alsoinhibited
by p･ Ghloromercuriben1 0ic acid,indic atirlgthein volye m ent of
a cysteine residuein the Gatlytic 瓜InCtion. This c o uld bethe
co ns ervedeysteine residueindicated in Fig･ 9, that m ay be a
co mponentofa cat&lytietriadassu鎚eStedprevio usly(Grothe
etal. 2001).
The H ”T/HL:Igene w as e xpressed specificaly ln roots
and hy poc otyls, a ndonlyalimited lev eloFexpresionhasbee n
detected ir M Otyledons and l飽 VeS･ T his 既preSSionpatte disin
go odagree m e ntwiththe enzym atie activity of H M TmlI斗 rep･
res e nting- 84 %ofthetotalactivityfoLLndinrots and hypoc ot･
yls(Suz ukiet al. )994). Th脱 reS ultsiねdi¢atethatroots and
hypocotyls arethe m ain orga nsforthebiosynthesis ofquin oliヱ･
idin e alkaloidsinplantorgan s･ Previously w 約ls o reportedthat
thedistribut)
'
on ofseveral di 飽rentacyltrar)sferas esindi飽rerlt
plant spe ciesis w eu corrぬted with the accu m ulatio n of
acylatedquinolizidirle alkaloids(Suzukiet&l. t994), s u舶eSt･
hgtheimportarlCe Of thetermimla cyltrarlS抱rasefor alkatoid
acc u m ulationpatternsindiv ersepla ntspecies.
Pr e vio usly w edetected H M T朋LTactivitiesdominantly
in the particle 触 ctio ns asso ci鍾ted with the rnitochondrial
Trlarker en zym es(Suz ukietall 1 9 6)･ In-fa ct,bythepredictio n
oftheiPS O RTpr ogra m(h仕p://psort,nibb.a c.jp/),the N-te rmi-
n alseque nce ofthe deduced H M T 作ILTshowedthe highest
sc ore fortra nsloc ationto the mitochorLdri臥 Ho w ever, the
s equen ce ofpurified H M lソHLTstarted 触m me se¢ond amin o
acidof the deduced sequencederived 舟o m CDNA,indicating
that n opro c essmgas an ordin ary mitocho ndrialtransitpeptide
takesplacel SirlCe-there are so me exa mples ofalackofa cleay
-
able mitochor)drialpre-s equ ence(Sj61ingand GlaserI998),the
N-ter minalsequenc e of HM TルⅠL Tm ay actas atargetlngSig-
n alto mitochondria wi thout e xtensivepro c e s slng･ Oth 即 is e
HM TrEi LTmaylo calizein aJIOtherparticle 触ction stJChas the
peroxiso m es, incethereis aslgn･al peptide-like sequenc e
(SH I)fTorper oxiso me translocationin the C-t ermintJS Ofthe
H ” T/HL Tprotein･ This sequen cesho w s a close si mi larityto
the characteristicC･terr ni alperoxis o m e targetilgSigTla)typeI
(Reum am 2004)･ T TluS, itstillre mains aJI Open qu eStiorl in
whichsubcelularc o mpart me ntHM T /H L T localizes.
In s o m eLupin u sspecies, the alkaloid-rich
Lbiter' for m
and the alkaloid-po or
`
swe et
' form are available･ Recently, we
have iTIVeStigated the alkaloid acc umulation patte m s, ge ne
expressionprofilesby CDN A- amplifTled 触 gm e ntlengthpoly-
m orphis m and the 口M T/H L Tactivities of the -biter' and
`
sw eet
' for ms ofL･ a ng7JS(Lfoh
.
u s(H iraietal. 2 00). Although
striking di飽ren c es in alkaloidac u mulation we re obse rved
betw ee nthetw o fわrm s
,
no slgnificantdiHeren cein the H M T/
H L Tactivity w as s enin the hy poco tyl cell･&ee extra c ts of
2 42 Alkaloida cyltra nsferas e
thesefor ms･ These re s ults s uggest thatH MT旧 L T is regulated
independen tly 舟o m thegeneticfactor thatdeterminesthe a比a-
loidaccu m ulationin 'bitter' and's w e et'form s.
In e o rLClllSioll
,
W e have clo ned arid chaLr aCterized the
CD N Aen coding H M T旧 LTresponsible fわr determination of
alkaloid accu m ulatio npatte m sin L. albus･ The pres e ntfindings
can serve asthe molecularinform ationfわr abeter understa nd-
lng a nd a furthe r m etabolic englneerlng Ofquinolizidin e alka-
1oid m etabolis minplants.
M ateria)s a nd M ethods
C 舟e m L
'
cats
(＋13cL- Hydr o xym ulti爪o rin e and(＋)-I3cL-hydroxylupanin eu sed
inthis study w ere伽 m o u rlabo rato rysto ck･ Tig暮oyト, ac etyト, pr of}io-
nyI
-
, 2-bute n oyI- aJld be n z oyl-CoA w erepurchas ed &o m Sigm a-
Aldrich(StLo uis, M O, U .S.A.). T he m ole cula r w eight m arke rs u sed
fTo rS D S-P A G Ewe repur cha sed 舟o mAm ersha m Bio s cien c e s(Pis cata-
w ay, N J, u S･A･)･ Br ad 払rdprotein dye r eagent w as pu rchas ed 丘･o m
Bio- Rad(Her c ules, C A, U ･S.A.). Restrictio n en町 m eS W erePur cha sed
舟o m TaKaRa (Ohtsu , Japan)o rToyobo(Osaka, JapaJl). T 4 D N A
)igas e w a spu rchas ed &o mPro m ega(Madis o n, W I, U.S.A.)or No va-
ge nE M D Bio sc e n c es(Madiso n, W I, U .S.A.). D N Aa mpn fic atio nby
P C Ru sing Pyrobe st o rEx Tag D N Apolym era se(Th KaRa) w as c ar-
ried o utin a niCycle rthe r m o cyler(Bio IRad). Other che mic als and
e nzym es w ereofthehighestgrade a v ailable.
P]a nt榊 ate n
'
als
The se eds of L･ albzLSForsk w eregermin ated in m oiste n edv er-
m )
-
ctllitein daylightin agree nho u s e at - 25oC asdes cribedpre vio u sly
(Su z ukietal. 1994).
PzLrJPcdl
.
O n OfH M T/H L T
A])pr ∝ edu res w erep rfo rm ed at 4
o
C･ Crude protein w as
extracted 丘o m ro ots, hypo c otyls and epic otyls(2.47 kg, 丘esh w eight)
of 13-day-old L･ aZbzLSeed)ings a sdescribed(Su z ukietal. 1 994). The
pr ecipitate ap pearingbetw e en30and 80% PH4)2S O4 W as C Olle cted
aJld diss o)v cd in bufferA(20m M sodiu mpho sphate,pH 7.0, co ntain-
ing 1 0mM 2- m e rc apto ethan ol a nd 1.5 M 訂 n m O nit) m s ulfate). The
pr otein s w ere abs orbed o nbuty] FF(Am ersh am) equilibrated wi th
bufferA a nd w e re eluted ata 爪o w rate of O.8 ml min
‾l wi thalin ear
gadient of 1.5-1.O M am m o niu m sul 触 . T be 鮎 ctio n swith the
en zym e activity w er e colle cted and con ce ntmted. The pr otein s w er e
the n separ ated o nSuperde x2 00pg(Am e rsha m) equilibrated wi th
buffera(20m M s odiu mpho sphate, pH6.3, co ntaining10mM 2- m er-
capto ethaJIOl)at a 瓜o w rate Of 1.0 ml min
-I
. The 丘a ctio ns withthe
en zym e a ctivity w ere coue cted a ndthe n appliedto SP Sephar os eX L
(Am ersha m). The protein s w ereduted at aBow rate of 2.0 ml min
叫I
with a lin c argradie nt of O
ld .5 ” NaCl, aJldthe 斤actio n swith the
en zym e a ctivity w ere colle cted and c o n c entrated, The po rtio n(0.125
vo)u m e)ofthe c o n c e ntr ated en zym esolution w as the n separated o n
Stlperdcx200 II R(Am ersha m)equilibr ated with buffe rB at a 瓜o w
rate of O･3 ml min
-1
･ The 触 ctions withthe e n野 m e a Ctivibr w ere coレ
Iected andthe n appliedto R ES O U R C E S(Amersha m)equilibr ated
with buffTe rB. Protein s w ere elutd atano w rate of 4.0 mlmin
-1 wi th
alin e dgradie ntofO
-
10.5 M NaCl.
Dete r min a(io n ofinfe m a[a nd N-(e minala mino a ct
'
ds equ en ce s
A Aerthefinalstep ofpr oteinpu rific atio nby R ES O U R C E S,the
触 tiorLwiththe higheste n zym atic activity was s ubje ctedto 12.5 %
SI)S-P A G E･ Bands w eredete cted by silv e r staining. The three
observ ed bands of 25, 30a nd 60 k Daproteins w er e s ubje ctedtodete r-
min ation oftheinte rn alamin o acids equ e nc es. The respective bands
w er edigcsted in･gel bytry psln andthe n s eparded by revers叩 hase
H P L C. fIP L CseparaEtio n w asperfo r m ed o n aT S KgeI O D S
-80 TsQA
(2･0×250m m)c olu m n(To soh, Tokyo, Japan)with a gradie nt of O-
9 0 %ac eto nitrilein 0.1 %tr氾u or o a ceti a cid(T F A)ata 凸o w rate of
O
･
2ml min-J･ separatedpeptide s w er e m o nito red at210a nd 2 鮒n m.
Sequenclng Ofthe peptides w asperfTo r m ed u sing a Pro eise494CL C
(Applied Bio syste m s, Fo sterCit
'
y, C A, U.S.A.) or He w]ett-Packard
G I OO5A(He wlettPa ckard, Palo Alto, C A, U .S.A.)pr otein s equ en c-
1 ng SyStern , To determirlethe N-ter min ala min o acids equ e n ce 8rthe
2 5and 30 k Da bands
,
the peptide sin the gel ofSD S-PA G Ew ere
tr an sferred te a P V D Fm e mbr 弧 e a nd the n a n alyz ed by protein
s equ e n cer,Pro cise494 IIT(Ap plied Bio systems).
Mole c ula r clo ningofcD N A
IsoZation ofpa 71iaZfr agm er21s e n cod7'ngthe 25 kDa p 甲tL
'
de b
.
y
R T-P C R- Total R N Aw as extracted fro m ro ots of I 0-day- old IJ . a[bus
wi tht eR Ne asyPlantM ini K it(QI A G E N,FTilden, Ger m any)orTRト
zolreagents(In vitrogen, Carlsbad, C A, U.S.A.). mR N Aw aspurified
u sing a n mR NA Puri
'
ficatio n Kit(Am ersha m). Fr o m total R N A
e xtra cted fro m r o ots, first-strarld CD N Aw assynthesi2:ed using A M V
re v ersetra ns criptas eX L(TaKaRa)withthe Oligo d T+3sitesA daptor
Prim er(TaKaRa). The dege n erate prim ers w eredesign ed fro mthe
amin o acids equ en c e ofthe2 5 k Da peptide,, The firstPC Rw as pe n
fTor m ed usingthe fo r w a rdprim ersP 25 K-1 F, G A R Y T N G ÅYÅY Y TI
N T T Y AA(c orre spo ndingto the amin o a cids equ en c e of EL Dr) LF K);
P 25 K-2 F
,
G A YGT NG AY TTYG G N T G G G G N A A(c orre spo nding to
the amin o a cids equ en ce of D V D FG W GK);orP25 K-3F-I, C C N W S-
N TA Y T T Y TA Y A A Y G A(c o rre spo ndingtothe a min o a cids equ e n c e of
P S Y F Y N D) and the rev ers e prim e
.
r ofthe 3sites A daptorPrim er
(泡KaRa)which hybridiz esto a reglO n Synthesiz ed bythe O】igo d T-
3sitesA dapto rPrim er. W iththefTo rw ardprimer c o rr espo ndingtothes e
te mplates a nd the other re v ers epri m ers, Which ha v e c o mple m e ntaJy
sequ e n cesto tho se ofthe fTorw ard prim ers, P 25 K-1 R, P 25 K-2 Ra nd
P 25 E･-3R-i(c orre spo nding to P2 5 K･1 F, P 25 K-2F and P25 K-3F-1,
respectiv ely),the n ested P C Rw asper払rrn ed with aupos sible c o mbi-
n atio n s ofthefbrw ard andrev ers eprl m erS. 那le a mplified 丘agm c nts
w ere clo n ed into pT7 Blu eTJv ecto r(Nov age n)byTA- clo ning, a ndthe
n u cle otide sequ e n c es ofthein s erts w er edte rmin ed.
IsoZatio nofthehZIJengthclo n ebyCD NA library s c ree ning aT2d
5'-R A C E- T he CD N A library w a s co nstru cted wi thhe九Z A PTIv ector
(Str3tage ne, La Jolla, C A, U.S.A .)fTrom m R N AofL. a[bus, aJld
2･0×1 0
5
plaqu e s ofprimary CD N A libra ry w ere sc ree n ed bytheP C R-
a mplirled fr agm er[t･ Plaqu es w er eblotted o nto po sitiv ely charged
nylo n m e mbr an es, Hybo nd N＋(Am ersha m). Duplic ate filters w e re
hyb ridiz ed withthe
Sap-1abeJedprobeprepared bythe Rando mPrim er
D N A Labeling E･itVer12(ThKaRa)usingthe24 2 bp n u cleotidefrag-
m e nt, which w as a mplifiedspe cificalybyRT-P C R withthe c ornbirla-
tio n of P 25 K-3 ト1a nd P 25 K-1 Ra s ate mplate･ The
.
rlnal po st-
hybridizatio n wash w asperfo r m ed ir10.2×SS PE(Sa mbro ok et aL
1989)and 0.1 % S D Sat65
oC
.
For extensio n ofthe5′-termin u s ofthe
CD N A, 5
'
-R A C Ew asperfor m ed using the 5
'
-Ful R A C E CoreSet
(Ta KaRa).
E}pre ssio n a ndpu rljicatT
'
o n ofrec o mbin a ntHMT:yH LT
Ba mHIsites w ere cre atedo nbothe nds ofthe H M T/H LTc o°ing
regio nby P C Ru sing thetw oprl m erS:Ba mHI F, C G C G G A T C C A T-
G G C T C C C C A A A C T C A A TT C TA; and Ba mHI R, C G C G G A T C C T-
C A A År G T G T G A C C T TA A T AT T T G･ The e ngln eer ed CD N A fragm e nt
w asin serted intothe Ba mH Isite ofPG E X-6P-2(Am ersha m)withthe
co rre ct o rie ntatio n c o nfir m ed by seque n c e a n alysts aSdesign ated
PG E X-tiM T 侶L T, whichgiv es a re c o mbinantgeneprodu ctwith al一N -
Alkaloida cyltra n sferas e 243
ter min alG S Tproteintag･ E･ c o[iB L 21c ells harboringPG E X-H M T/
口LT and e mpty pGr7･X w ere gro w n at 20
OC in 2xY
･
rT- a mpicillin
(100pgml))liqt.idm ediu m to a nO D6.0= 0･7-I.0･ T he s olution of
O･1 m M Ls opropy岬-I,･thiogala cto side w as added im m ediately To r
irldu ciblepr odu ctio n ofre c o mbin antpr otein ･1l- e c ells w er e s uspe nded
in lxpho sphate-bu 恥reds alin e[)4()m M NaCl, 2.7 m M K Cl,1 0m M
Na2H P O. a nd I･8m M Kl
･･･I2P O4(pli 7 3)iand di.w uptedbys o nic atio n.
A 触the addito n of Tritio nX -10() to l %c o n c e ntratio n a nd fouo w lng
e entrifugatio n･the supe m ata nt w asu sed as cr udepr()tein e xtr act
r
s. Fo r
pu rirlC atio n of the r ee o mbina nt ll M T nilJT, a G S Trap column
(^ rn ersha m), who s er esin hasglutathio n e as)igand resultin岳 h a
Lfrtn-
ity for G S T, w as us ed･ G S Ttags w e rere m oved fr o mG S
･
r
l
fu siorl
re c o mbin 肘-IPrOtein sbyin･ colunn digestio n tlSln岳 Pr eScjssio nPr(汁
tea se(Am ersha m).
Ass ay(i/
.
e n Eym atC a CtivitJ,
7ler.ⅠM T 什托J
r
r
'
a ctivity wasdeter min ed bydete ction oftheestcr
alkaloid r()r m cd from a]kaloidsubstrates aJlda cyl･Co^ deriv ativ esby
e n zyrrlatic re actio n. 11e Standa rd reactio n rn壬xtur e c o n sisted of
一oom M pota ssiu mphosphate(pI-･I 8.0), 0.5 m M E D T A,I m M dithi(汁
threitol(D T T),0･15m M alkaloids ubstrata,0.15m M a cyトCo^ deriv-
ativ eandproteirl･ A fterin c ubatio nf
l
o rI0-J Omin at30oC,the r ea ctio n
w aster min ated byadditor1 0fa0.67 v olu m eofm ethanol. 1 ne r餓Ction
mixtu re w as a n n)yz ed directly by H p L C･ 肝 L Canalysュs W asPe n
fo r m ed o n a M ightysil R P-18 G P ]50-l.6(5pm)colu m n(Ka nto
C bemieal, Tokyo,Japan)witha m obilephas e of
■
15 %a ceto nitrilc a nd
2 0mM s odiu mpho sphate(plpi 5.5)ata 伽) w mte of O.5-I.0ml min 暮.
T he fo r m ation of I3α ･hydro xym ultiflo rin e a nd 13α -hydr oxylupa nin e
de riv atives w a s m o nit red at 32 7and 220n m, respeGtiv cly, as
desc ribed(Saito etal･ 1989). Theide ntific atio n ofprodu cts wa s c o n-
月rrn ed fu rthe rbyL C-ESI/M S.
To elu ci 血:ethe s ubstrate specificty, the re action with reco m-
bin ant H M T 朋IJT pr otein w as c arried o ut withthe v ariousacyl-CoA
deriv ativ e s andthe aglyco ns･ The produ cts w ereide ntined with L C-
E SI/MS
L C-P D A-E SI/M Sa n d/ysl
'
s
The rea ctio n mixtu res w er e a n alyzed by a nL C-P D A-E SI/M S
syste m co nsisting of a Fin niga n L CQ D E C Am assspe ctr o m et r
(Ther m oQu est, Sa mJos e, C A, U.S.A .) a nd a nAgi]e nt H PL C l100
s erie s(Agile nt te chn ologie s, Palo A lto, C A, U.S.A.). L Cseparatio ns
wer epe rfo rm ed o n aM ightysilRP-18 G P 15 0-I.6(5pm)colu m rl
(Kanto C hemic al)with a m obilephas e of 15 %a c etonitriJe aLnd 0.1 %
TF Aat aflo w rateof 0.5m)rnin-I
tio n
.
N itroge n w as us ed as she ath
fTo rm ed at a capillary te mperatu re
r espectiv ely. The tubele n s offset
u sing U Vphotodiode array dete c-
gasfo rpo sitiv eio nE SI/ M Sper
a nd v oltage of 320
oC and 5.0 k V,
w as s et at 10.OV. Fullsc arL m ass
spe ctr a w er eacquir ed fr o m50toI,000m/I at tw o s ca n s s‾]. Tande m
M Sa n alysts W as C arriedoutwith heliu m a s collis o nga s. The n or m al-
iz ed c ollis o n en e rgy w as set to 40 %･ The spe cificpr odu cts w er eide n-
tified fro m the the oretical u nit m assfわr 【M＋Hr in ＋E SI: 13-
tigloylo xym ultino rin e,34 5;13- acetylo xym ultinorin e,305;13-pr opio -
nylo xym ultiflo rin e,319;13-(2-bute n oyl)o xym ulti凸o rin e,33I;1 3-ben-
z oylo xym ultiBorine, 367; 13Jtigloylo xylupa nin e, 347; 13-
a c etylo xylupa nin e, 307;13-propio nylo xylupa nin e, 321; 13-(2-bute n-
oyl)o xylupa nin e, 333; aLld 13-benzoylo xylupa nin e, 369. Fragm e nted
io nsderiv edf
'
r o mthesequ asトm olec ulario ns w ereals oidentified by
the M S/MStechniqu e･ The relativ e activitiesr egarding ea cha cyトCoA
w er e cal ulated by relativ eintegr atio n of io n ar ea s ofqu asi
- m olec ular
io ns c o mpar ed withtheproducts ofthetigloyltr an sfbras e re actio n.
No rlhe m a 〝d SozJtI7eYJ7blotaT7a[yses
For n onhe m blot an alysis, 4 0帽 Oftotal R N A iso]ated 舟o m
le av e s･ dev eloping(folded)le a ve s, c oty]edo ns, hypo coty]s a ndr 00tS
w asde n atured a ndseparatedin a fo r maldehydc agaro se(1.2 %)gel.
Fo rSo uthernblotar)alysis,ge n o mic D NA w as extra cted fro mL. aEbJ/S
u sing the D Ne asy Pla nt M ini K it(QIA G E N). A]iqu ots of 20帽 Or
genomic D N w^ er edige sted with Ba u7HlorEc oR Vands epa mtedo n
aO･8 %喝arOSegel･ A Rcrtran sfe rtoat]ybo nd =＋ m e mbm ne,hybrid ト
劫tio n w 鮎 C arried o ut withthe 氾p-labc)edprobe pr epared fro mthe
OR Fof ll M T/ 柑J
I
CD N Au sing the R肘Ido m Prim erDN ^ Labenng
KitVe r
･
2(Th KaRa)･ Ⅷ efT,natwasheso npo st-hybFidization werepe n
form ed in O･5× S SP Eand O･l % S D Sat 65oC･ =ybridi2htion s卿 執Is
w eredete ctedwithaS T O RM 860 im age a n alyze r(^ m ersha m).
Ml
'
sc e[la n et,u SLe ehm
'
q〟es
A]1recombin a ntI)Nt^e chn ology prhcip叫yfollo w edthe m eth･
ods of Sambro oket 8Ⅰ･(1989)･ D N ASequ en cing w a sperformed bythe
dide o xy chainter min ation m cthod･ PhyJogen ctic 姐 a]ys桔 W舶 Carried
o utby C u JS TA l･ W pack喝¢d ” I) N ^ Space Vcr. 3.5(Hitachi So氏-
ware, Tokyo, Jap孔n), and the tre e was dra wn by D N^ Spa ce. S D S-
PA G Ea nd s ubsequ ent stainhg or proteir鳩 Were Perform ed as
describedpr cvio u$ly(Su 乱kieta]. I994). Gas chro mntography-rn asS
spc ctroTn etry for detec(le nOr be n zylberLZOale was carried o ut a s
d郎Cribedpreviously(臼imietal. 20(札 D'Auria et al.2002).
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【要約】
【練 題】 本 発 明 は ､ ア ル カ ロ イ ド の 工 菜 的 な 製造 の た め に 必 須 の ア ル カ
ロ･イ ド 合 成 酵 素 の 遺伝 子 を 提 供す る こ と を 目 的と し て い る o
【解 決 手 段】 本 発 明 は ､ マ メ 科 ル ピ ナ ス 腐 植物 の エ ス テ ル 型 ア ル カ ロ イ ド
の 生 合 成 に 関 わ る 1 3α - ヒ ド ロ キ シ マ ル チ フ ロ リ ン / 1 3α - ヒ ド ロ キ シ ル バ
ニ ン 旦 - チ グ ロ イ ル 転移 酵 素 (H M T/ H L Ta ら e) をコ - ド す る 漣伝 子 ､
当 該漉 伝子 を 含有 し て な る ベ ク タ - ､ 当 淡 適伝 子 で 形 質 転換 し て な る 形 質板 換細
胞 ､ 及 び 当 絞 形 質 転 換 細胞 を 培 凍 し て , 1 3cr - ヒ ド ロ キ シ マ ル チ フ ロ リ ン / 1
3 α - ヒ ド ロ キ シ ル バ ニ ン 旦, - チ グ ロ イ ル 転移 酵 素 (H ” T/ H L Ta s e)
を 製造す る 方 法 に 関す る ｡
【選 択 図】 な し
qb
ルピナス腐植物におけるキノリチジンアルカロイド生合成に関する分子生物学的 ･生化学的研究
ゲノム機能撃辞座 遺伝子溌源応用研究室 岡田 岳人
【目的】
キノリチジンアルカロイドは分子内にキノリチジン頓を有する 一 群の植物アルカロイドであIJ.Luf*T W 贋秘抄時のマメ科植
物に含有されている｡ キノリチジンアルカロイドは ､ 銃痛作用や血糖降下作用専の動物に対する多様な 桝 作用のほれ 農
虫や線虫に対する忌避作用や他の植物の発芽を抑制するアレロパシ - 作用を有することが知られている｡ これらアルカロイ
ドについて､ 単離や棉通解析 ･合成､ およぴ､ トレ - サ ー 束験による生合成研究が古くから行われて牽たが. 生食放反応のメ
カニズムや制御の鮮細は明らかでなかったo 特に､ その生食成の各段階を触媒する群衆夜コ ー ドする滴伝子は本研究以前に
は単離されていなかった｡
Lup/
'
n u s腐植物は､ 発芽初期の代謝産
物としてエステル型アルカロイドを特徴的
に産生するo キノリチジンアルカロイドは､
アミノ酸リジンを前駆体とし､ そ の脱炭離
反応により生成するジアミンであるカダベ
リンを経て生合成される占考えられている
(Fb. 1)｡ こ のリジンの脱炭敢反応はリジ
ン脱展観酵素 (Ly由ne d∝ arboxyla se,
LD C)によリ触媒される｡ 生成したカダペ
リンが3分子､ あるいは､ 2分刊酎ヒする
ことによリ､ キノリチジンアルカロイドの基
本康無骨格が形成される｡カダベリンの
確化反応は､ そ のアミノ基の 一 方がアル
デヒドヘと酸化された後に進行するもの
と考えられるが ､ 評細は明らかでない ｡
生成したキノリチジン項は水硬化専の修
飾を受けた後､ 最終的にはエステル型ア
ルカロイドとして植物細胞内に貯蔵される｡
こ の エ ステル化は種々 のアシル転移酵
素により触媒される｡
本研究では､ H テル型アルカロイド
c
{e
f賢
”
軍
L･[ysine
CO2
/
ど
N鴨
Cadavedn B
/ ＼
Dlim ね山m cil恥n
/ ＼
/ ＼ヽ
輔 馬H 節P胤
(＋13α ･Hydroxym ultiftorne
rigloyトCoA
CoA･S H〕
＼
ce7(
1
･Tw 柵
I
R
l
”p”
(＋ト13a ･Hydrox叫upa nirN?
H M TfHL T
Q 軸 ○･ 郎 叫
C鴨
(＋13cL･Tlg(oyloxym uI洲orime
0
[
H
T79IoyトCoA
CoA'S H
柑
”
J竹増-
(＋>13a -T19Joyloxylt)pnlrhB
cb
` 榊
Rp亨血 -感 -
R3tqH
(＋pJ bm aroyllup如n o
Ra叫氾tb
(十F 叫 l叫 伽
- 坤 -ぼ-
fb鞍 H
(＋山 伽 ro 仰 bJFdrd棚
恥 輸OC H3
(＋)㍉ertJbylepilupirdrN)
円gur e1. 別 o 8yntheticpathw ay of.quhoI蜘dln e al kalok18 blLupln LJ&Pbnt
H M T/H LT. TigloyトCoA:(＋13a･ Hydro xym u)伽 rin eI(＋[13也- Hydro xyhpa nin B
0-Tigloyltr a nsfera s e;L DC,Lysin ede carbo x叫a 鎌
生合成を触媒するアシル転移酔索の 一 種である11gb叶CoA:(＋13arHydrD村In u M (＋[13aJ W 叫 ㈹
C>119k)yhTan Sfbra se(H M T M LT)､ および､ カダベリン生合成を触蝶するL DC について､ 分子生物学的･生化学的研究を行っ
た｡ また､ キノリチジンアルカロイドを含有する”B hr品種と含有しない”Sw 誰r品擾を用いたP C R億 如d 也)N A乳 出 招魂血1
により､ キノリチジンアルカロイド生産に対して特異的に党規する 獅 のプロファイリング 恥 た｡
【方法 ･結果】
① HM T41LT遺伝子の単赦と鞭能解析(1)
A. H M ¶HLJ遭辰子の単勝
HM T/HLTはこれまでに当研究室において L albu sよリ精製され､ 50k Daの単丑体であることが示されたが､ そのアミノ鍵
配列の決定には至らなかった｡ そこで ､ 従来の方法を改良して L. aLtxJSよリ H M†THLTを改めて柵艶した｡ 今回 槻 した
H MT/HL TI,
-
封生画分には､ SDS- 恥 G E分析により25k bと30k Daの バンドが検出された｡ これらの 内部アミ 腰 列を決
定したところ､ 25 kDa の バンドよリ決定したアミノ酸配列中に､ 植物由来のアシル転 榊 聞に保存されているアも噸配列
のモチ - フが存在した｡ そこで ､ この部分アミノ酸配列に基づいてデザインしたプライマ ー を用いて RTJ3C Rを行った｡ その
結果､ 25k Daの バンドより決定したアミノ醗配列をコ ー ドする242bpの特異的 鯛 産物を得た.J この F℃R 脚 - プと
- 1 -
めして. L a^ tw の ct W ライブラリ ー のスクリ ー ニングを行い､ 陽性ク口 J/を単離した. この単離したク口 - ンは植物由来ア
シル転噺辞兼との間に讃軌l相同性を持っていた｡ さらに､ このク口 - ンの塩基配列中には､ 30 kDa のバンドより決定したアミ
ノ磯配列をコ ー ドする領岐が存在しfL さらに､ 完全長 cDN Aを得るために5
-
-RACEを行い ､ 453アミノ顧をコ ー ドする1359
tpの 0 肝を得息 この 0 肝によIJコ
ー ドされるタンパク質の分子量は理翰値として51･2 kDa であっfL これらの ことよリ､
単身した O RFが実掛こH M T41LJをコ ー ドしていると推定され､ また､ 50 kDa の単量体と報告されているHMT/H LTが精勤
過程においてタンパ 傭 順縁受けた結果､ 25 kDaと30 kDa の 2 バンドとして得られたことが示唆された 得られた ORF
のコ ー ドする推定アミノ酸配列は､ Nkxdbyk?由b6KXJm(タバコ)､ およぴ､ α甜火由LK e- I
'
由来 Be nz o叶CoA:Ben zylalcohol
叫 r 曲 謙 治 との閣に最も可恥 l相同性を有し､ それぞれ 57%､ 55%の同
一 性を示したo このことより､ H M17HLTはベ
ンゾイル 伽 を基質とするアシル相 紺 兼ファミ1J - との間に分子進化上の近縁関係を有することが示唆された｡
a. H M T411J池伝子の 脚 析
H M m u
‾
をコ ー ドしていると考えら
れるO RFを発現ベクタ ー に導入し､ 大
勝宵内で発現した繊換えタンパク箕を
用いて 株 高性を測定した(Fb. 2)｡ そ
の抵果､ 13a -ヒドロキシマルチフロリン､
およぴ､ 13α･ヒドロキシルバ ニンに対
するチグロイル 柵 活性を検出し､
単耗L′たクロ ー ンはH M17HLTをコ ー ド
することが示された｡
H M ThlLJ の付†1価を測定したところ､
チグロイルC(Aに対する13a-ヒドロキ
シマ ルチフロリン､ およぴ､ 13a-ヒドロ
キシルバ ニ ンの 伯11価はそれぞれ
94pM､ 112 pM であ(J､ 同程度であっ
た｡ ⊥ 方､ 13a - ヒドロキシ マルチフロリ
ン､ およぴ､ 13a-ヒドt3キシルバニニンに
対するチグロイル 伽 のf h値はそ
れぞれ98pM､ 359pM であった｡ これ
らのことより､ H M ThlLT触媒下におけ
るチグロイルCkA のアルカロイドヘ の
親和性が ､ 13a - ヒドロキシ マルチフ口
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(a)N PL C･ P D Aa n alysis of the rea ctio n pr odu ct of the r e c o mb]n a nt H M T/ H L T
The re actio n w肘= 3α -hydro xym ultiflo rin e and tigJoyトCoA w as carried o utw 肘= he protein
e xtra ctof E. ¢oli harbohng PG E X-H ”T/H L T(up per chro m atogr a m)orPG E Xe mpty v ector
(lower chro m atogra m). H P L Ca n alysis w a spe*orm ed o n Mightysil RP
-18 G P 1 50･4･6
colurn n(KA NT O C H E MIC AL)withm obi[epha se of 1 5 %a c etonitr”e a nd O･1% trinu oro a ceti
a ck)ataflow rate of 0.5 ml/mh . Theproduct,13cL-tigloyloxym ultfflorhe, w ere m o nitr ed at
31 8n m. T he arro windicate s1 3cL-tigloy[o xym ultiflorhe spe cif)ca”y produ ced by the
r¢c ombin a nt H M T /H L T.
(b)LC･ P D A-E $llNSana一ysis of t he spe cificpr odu ct,1 3a･ti91oylo xyrTl urtiflo rine' byt he
r e c o mb ha nt H M TIH L T
T he produ ctw aside ntned byits qu asi- m ole c ulario n m a s s atm/z 34 5(【M＋H】＋)(upper
spectnJm)a nd 低 地gm e ntedion atnVz 2 4 5([M- C5H702]＋)by M S/M S techniqu e(lower
spe ctru m).
リンに対してよリ高いことが示された｡
また､ 細換えH M TM LTを用いて基幹特異性の検討を行っfL 13a- ヒドロキシマルチフロリン､ および､13a-ヒドロキシルバ
ニンの各アルカロイドをそれぞれ5種類の7シル CoA類と反応させ､ 生成するエステル型アルカロイドをLC>ESl/M S により
同定した｡ 各アルカロイドに対するチグロイル転移活性を100として､ I;封生強度を擬分子イオンピ ー ク両横の比より算出しfL
その強果､ チグロイル転移活性に比して ベンゾイル転捗活性は約 1.8 倍高く､ また､ アセテル転移､ プロピオニ ル転移､ およ
ぴ､ 2プチノイJ噸 断毒性は約 0+2･0.02倍の低い数値を示したoチグt3イル 跡 対生に比してベンゾイル転粉剤生が高いと
いう抵果は､ H M T m LJがア 減 IJL/ ベ ルでベンゾイル CoAを基質とするアシル転移群集ファミリ ー との間に高い相同性
を有する也 lう事実胡8連付けられるo 一 方､ H M TnlLTよL) Be nzoylCoAJBen zylakx)hot Be nzoyftra n sfbra se瀞生が検出さ
れなかったことから､ Hhn 7H LT はキノリチジンアルカロイドのエステノHヒを特異的に触媒するアシル転移静粛であることが
示唆された｡
また､ H MT 肘LT活性はシステイン残基阻害剤pChbm n Ⅶ ℃uhben zoic a cid､ ヒスチジン残基阻害剤DE PC によっ て顕著
に阻暮された｡ これは､ 植物アシル転柳拝無闇において高度に保存されており､ アシル転掛封生に大きく寄与すると考えられ
る Cy$
156
､ His
166
へ の阻脊効果を示唆しておリ､ 他の植物由来アシル転移酵素と同様の機構によってアシル転移反応を触媒
しているこ 減 れた｡
また､ ノ ー ザン解析より､ H MT41LJ遺伝子は根において最も強く､ 腔軸においても顕著に発現していたQ - 方､ 葉･子葉に
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紳おいてはほとんど発現していなかったo これらの ことは､ エステル型キノリチジンアルカロイドの風樹 棚 琳反応の噂が掛
膝軸であることを示唆している｡ また､ サザン解析よIJ､ H M T M LT過伝子はゲノム上に少なく塊 1-2コピ ー 存在することが示
された｡
② 植物由来LDC の梯俳解析
キノリチジンアルカロイド生合成の初期中間体で
あるカダペリンは､ ポリアミンと総称される生理活性
物質の 一 棟であるo ポリアミン矧ま細胞の増殖･分イヒ
個体の成長に関与するo カダベリンの生合成に関与
する LD C過伝子は様々 な原核生物からクロ ー ニ ン
グされているが､ 植物･動物也 ＼った商事生物からは
未だ単離されていない｡ また､ 商専権物においては
G/ycine m ax(ダイズ)よリL D Cタンパク質の 職 が
ただ 一 例報告されているo
キノリチジンアルカロイド生合成に関与する L Ⅸ:
洩伝子の単離を目的として､ キノリチジンアルカロイ
ドを含む赦糠頼のルピナス腐植物について LⅨ:活
性の測定を行った｡ ところが､ いずれも比活性が樋
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pota 終iu mphosphatebu伽r(pH 8.5).
めて低く､ LDCタンパク賓の精軌こは不適当であると判断し恕 そこで本研究においては, ダイズを材料としてL【Xタンパク
質の精勤を行 っ たo また ､ リジンと構造の類似するオル ニ テンを基質として ､ オル ニチン脱成故群衆 ( 伽
decarbo xylase, O D C)活性も同時に測定し*.(F由. 3)o その抵果､ LD C, およぴ. 0 ∝ 比活性の上靴 棚 鮭漁じて
ほぼ同等であったこと､ さらに､ DE A E 損ephart #カラムによる両活性の溶出パタ ー ンがほぼ同様であったことから､ ダイズ
ではLD Cおよぴo DC滑性を有する同 一 のタンパク辛が存在する可能性が示唆された｡
③ キノリチジンアルカロイド生合成に特異的に関与していると考えられる過伝子群のプロコケイリング
Lupin us腐植物においては､ キノリチジンアルカロイドを多く含む℃ W 品種と 含まない 馳 打品種が存在する｡ L
a ngusLutdI
'
u sの
”B触が品種とSw eer品種では､ 種子､ およぴ､ 発芽初期の個体の赤色色素の沈着の有無以外は新 約 触
的差異を伴わない｡ そこで本研究においては ､ キノリチジンアルカロイド生合成に関与㌻る新規 獅 の同定を目的として､
L･ aI7guSL#tGusの
"
B 触(
'品健､ およぴ､ 月Sw 姫r品種を用いて P C触 如dc M subb 蜘 lを行い､ それぞれに特異的に
発現している遺伝子群をプロファイリングした｡
” 批 e(7晶穣特異的に党規しているものとして71､ 笥w ∝灯品種特異的なものとレて43 のcD N A斬片を 馳 W 晶確特
異的に発現しているcDN A断片のうちキノリチジンアルカロイド生合成に関与すると考えられるものとして､ 特に､ 鮒
ミン醸イ雌株 ､ O D C､ H M TnlLTとは異なるタイプのアシル転移群衆に相同性の 軌 ＼cD NAが 叫 された 鮒 ミン鞍
化酵素ホモログは､ カダベリンのアミノ基の軟化に関与するものと考えられる｡ この アミノ基のアルデヒド化によって 卿ヒ反応
が酔素的に進行するものと考えられ ､ キノリチジン確の形成を触媒するカダベリン頓化辞兼をコ ー ドしている可 脚 い｡
また､ O D Cホモ ログはリジンの脱炭酸こ関与している可能性が考えられる｡ また､ LLP
'
n u s属植樹まルビニン型アルカロイド
が芳香族アシ)H ヒされたものを含有することから､ H M17H LTとは異なるタイプのアシル 柵 ホモログは､ ルビニ ン型エ
ステルの生合成に関与するアシル転移群衆をコ ー ドしている可能性が考えられる｡
【考察】
本研究では､ キノリチジンアルカロイド生合成を触媒するアシル 棚 乗であるHMThlLTをコ ー ドする新 脚 ､
そ の機弁紳肺を行った｡ これは､ キノリチジンアルカロイド生合成を触媒する遺伝子の半枚･細胞群析としても世界で初めて
の例である｡ また ､ キノリチジンアルカロイド生合成の初期段階､ およぴ､ 植物におけるポリアミンとしてのカタベリン生合成
に関する基礎的研究を行っTL また､ P C R-s ele ct凱 蜘 o n法によリキノリチジンアルカロイド生食曲こ特異的に牌与してい
ると考えられる遺伝子群のプロファイリングを行っfL 同プロファイリングによリ単赦された候械遺伝子群の機能解析によI)､
キノリチジンアルカロイド生合成のメカニズムや制御の吏なる解明を期待できる｡
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